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ANDROESTERILIDAD Y CAPACIDAD DE LA RESTAURACION DE LA
FERTILIDAD MASCULINA, LA PRODUCTIVIDAD DE GRANO Y SEMILLAS
EN LINEAS E HIBRIDOS DE MAIZ

ENRIQUE INOSCENCIO CANALES ISLAS DR,, C.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2018
RESUMEN

La disponibilidad de variedades mejoradas de maiz (Zea mays L.) para los Valles Altos de
México por instituciones de investigacion publica es limitada. Es por ello que la FESC-
UNAM e INIFAP CEVAMEX trabajan en conjunto generando variedades mejoradas de
maiz utilizando progenitores hembra androestériles, y progenitores macho restauradores de
la fertilidad masculina. Los objetivos de la investigacion fueron determinar la productividad
de grano de hibridos de maiz con androesterilidad y progenitor restaurador de la fertilidad
masculina en Valles Altos de Meéxico; estudiar su interaccion genotipo x ambiente, su
productividad, y la estabilidad del rendimiento de grano; e identificar el tipo de esterilidad
citoplasmica masculina (CMS) en los progenitores androestériles de maiz de los hibridos de
la UNAM e INIFAP, con ayuda de la técnica PCR, e iniciadores especificos para las fuentes
de CMS C, T y S. De los genotipos evaluados en los ciclos primavera-verano 2013, 2014 y
2015, cuatro de los que utilizaron la linea macho restauradora de la fertilidad MI1A44 R, en
la conformacién del hibrido final con las hembras fértiles o androestériles, presentaron
competitividad similar estadisticamente a los hibridos comerciales, con una media general
de 5789 kg ha’. EI modelo AMMI y SREG identificaron a los genotipos Tsiri Puma, H-50,
(IA446F X 1A442F) X MIA44 R, y H-51 AE como estables y de mayor adaptacion. De los
genotipos evaluados en el ciclo primavera-verano 2016, los hibridos con fertilidad restaurada
con mayores rendimientos fueron el CSRMXMIA46 con 10085 kg hal, y el Atziri Puma,
con 10028 kg ha™. El hibrido més estable fue el hibrido con fertilidad restaurada Tlaoli Puma
4. Se logro identificar que el 100 por ciento de los genotipos evaluados de la UNAM e

INIFAP, pertenecen a la fuente de esterilidad citoplasmica masculina fuente “C” (Charrua).

Palabras clave: Zea mays L., androesterilidad, estabilidad, restauracion de la fertilidad

masculina, fuente de androesterilidad.



ANDROSTERILITY AND RESTORATION CAPACITY OF THE MALE
FERTILITY, PRODUCTIVITY OF GRAIN AND SEED IN LINES AND HYBRIDS
OF MAIZE

ENRIQUE INOSCENCIO CANALES ISLAS DR, C.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2018
ABSTRACT

The availability of improved varieties of maize (Zea mays L.) for the High Valleys of Mexico
generated by public research institutions is limited. That is why the FESC-UNAM and
INIFAP CEVAMEX work together to generate improved maize varieties using androsterile
female progenitors, and male restorers of male fertility. The objectives of this work were to
determine the grain productivity of maize hybrids with male sterility and male fertility
restorer in Mexican high valleys; study their genotype x environment interaction, their
productivity, and grain yield stability; and identify the type of male cytoplasmic sterility
(CMYS) in the androsterile maize progenitors of the hybrids of UNAM and INIFAP, with the
help of the PCR technique, and specific primers for the CMS C, T and S sources. Of the
genotypes evaluated in the spring-summer 2013, 2014 and 2015 cycles, four of those who
used the MIA44 R male fertility restoration line, in the final hybrid with the fertile or male
sterile females, showed statistically similar competitiveness to commercial hybrids, with a
general average of 5789 kg ha*. The AMMI and SREG model identified the genotypes Tsiri
Puma, H-50, (IA446F X 1A442F) X MIA44 R, and H-51 AE as stable and of greater
adaptation. Of the genotypes evaluated in the spring-summer 2016 cycle, hybrids with
restored fertility with higher yields were the CSRMXMIA46 with 10085 kg ha?, and the
Atziri Puma, with 10028 kg ha. The most stable hybrid was the hybrid with restored fertility
Tlaoli Puma 4. It was possible to identify that 100 percent of the evaluated genotypes of the
UNAM and INIFAP belong to the source of male cytoplasmic sterility source "C" (Charrua).

Key words: Zea mays L., male sterility, stability, restoration of male fertility, source of
male sterility
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo mas importante a nivel mundial, debido a que es el cereal
que més se cosecha en volumen a nivel mundial. EI Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA) estim6 que la Produccion Mundial de Maiz 2017/2018 sera de 1031.86 millones
de toneladas. La Produccion Mundial de Maiz del afio pasado fue de 1067.21 millones de toneladas.
Los 1031.86 millones de toneladas estimados este afio significa una disminucion de 35.35 millones
de toneladas o un -3.31% en la produccion de maiz alrededor del mundo. Para el afio agricola
2018/2019 se espera una produccion mundial de 1068.3 millones de toneladas (USDA, 2018).

En Meéxico ante la falta de seguridad alimentaria y autosuficiencia alimentaria, es necesario
producir nuestros los propios alimentos, en especial cultivos de granos basicos y oleaginosas, maiz,
frijol, trigo, arroz, soya y de manera prioritaria, el maiz. En la actualidad se importan mas de 15
millones de toneladas de grano de maiz (SIAP — SAGARPA, 2018).

De acuerdo con datos obtenidos del SIAP — SAGARPA, 2018, en el afio agricola 2017/2018, la
produccion de grano de maiz fue de 27 556 557 toneladas cosechadas en 7 567 017 hectéreas
sembradas. La media nacional de rendimiento fue de 3.77 toneladas por hectarea. EI rendimiento
disminuyd a nivel nacional en un 1.8 por ciento, en comparacion al afio agricola 2016/2017,
mientras que la superficie sembrada disminuy6 en 2.93 por ciento, en comparacion al afio agricola
2016/2017.

Haciendo una suma de lo importado (15 millones de toneladas de grano de maiz), mas la
produccion nacional (produccion de grano de maiz fue de 27 556 557 toneladas cosechadas), se
tuvo un total de aproximadamente 43 millones de toneladas de grano de maiz demandadas total
aparente a nivel a nivel nacional, cantidad que puede ir aumentando debido al crecimiento
poblacional, al cambio climatico, al abandono y cambio de uso de suelo de las zonas agricolas del

pais.

Los Valles Altos de México se ubican a una altitud de 2200 a 2600 metros de altura sobre el
nivel del mar, el area sembrada con maiz que cuenta con condiciones de riego, humedad residual
o temporal con precipitaciones pluviales favorables, es de aproximadamente 700 mil hectareas

(Turrent, 1994), de esta superficie, por lo menos 300 mil hectareas podrian sembrarse con hibridos



de alto rendimiento, los cuales, dadas las condiciones favorables de humedad existentes, exhibirian
buena adaptacion y productividad. Esta region del pais tuvo una productividad en el afio agricola
2017/2018 de 4 416 487 toneladas (SIAP — SAGARPA, 2018). La media de rendimiento en los
Valles Altos de México es de 2.7 toneladas por hectarea, de acuerdo con datos de los Gltimos dos
afios agricolas evaluados (2016/2017, y 2017/2018), en los afios agricolas 2014/2015, y 2015/2016,
el rendimiento medio de la zona fue de 2.5 toneladas por hectarea, ambos datos por debajo de la
media de rendimiento nacional (SIAP — SAGARPA, 2018).

El bajio es una regién de transicion entre los 1500 y 2300 metros de altura sobre el nivel del
mar, region donde puede probarse la adaptacion y comportamiento de las variedades mejoradas
generadas para Valles Altos; en la Figura 1 se presentan las zonas ecoldgicas de produccion de
maiz en México, en un estudio hecho por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) (Donnet et al., 2012), esta regionalizacion se hizo de acuerdo con las condiciones
climéticas, geogréficas, agroecoldgicas y socioecondémicas que influyen en la produccion de maiz.

De acuerdo con el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV) (SNICS — SAGARPA,
2018), se tienen registradas en el documento 1459 variedades mejoradas de maiz. De las cuales
1203 variedades pertenecen a empresas semilleras del sector privado, esta cantidad representa el
82.45 por ciento del total de las variedades que se ofertan en el mercado nacional, mientras que las
restantes 256 variedades, son generadas en las diferentes instituciones de investigacion puablica del
pais, e institutos internaciones de investigacion, representando el 17.55 por ciento de las variedades
que se ofertan en el pais, contrastando con lo mencionado por Luna et al. (2012), donde se
considera que del total de semillas mejoradas actualmente en el mercado, aproximadamente el 95%
son de las compafiias Monsanto y Pioneer.

Para los Valles Altos de México se tienen registradas un total de 27 variedades o hibridos de
maiz, para Ciudad de México (CDMX), asi como los estados de Hidalgo, México, Puebla y
Tlaxcala (SNICS — SAGARPA, 2018). Lo que es una cantidad insuficiente de variedades
mejoradas por las instituciones publicas para la regién, considerando los estados que comprende y
la superficie que se cultiva de maiz.

Dadas las circunstancias de lo antes mencionado, es de relevante importancia y urgencia generar
variedades de maiz que satisfagan las necesidades de los productores de grano de las diferentes

regiones agricolas del pais, y de manera particular para los Valles Altos de México. Para que lo



anterior ocurra, es necesario fortalecer estrategias de investigacion, generacién, desarrollo y

produccion y difusion de variedades para dar solucién a estos problemas.
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Figura 1.- Regiones de produccion de maiz en México.

En la produccion de semilla hibrida de maiz es necesario la eliminacion de las espigas de las
plantas utilizadas como progenitores hembra, con la finalidad de mantener la calidad genética de
la semilla, es decir, que no se polinicen las plantas de estos progenitores con polen indeseable. El
desespigue puede requerir del uso de 24 a 50 jornales por hectarea, dependiendo de la uniformidad
del progenitor femenino, la presencia de hijos, y la facilidad para retirar la espiga (Tadeo et al.,
2003; Martinez et al., 2005). Esta actividad también se puede realizar de forma mecanizada con
maquinaria especializada, aunque la limitante de su utilizacion es el costo elevado de la maquinaria.
Ante esta dificultad, una de las alternativas para facilitar la produccion de semilla hibrida es utilizar
lineas de maices con androesterilidad, incorporando esta caracteristica en los progenitores
femeninos, los cuales no producen polen, y entonces ya no es necesario desespigarlas (Martinez et
al., 2006; Espinosa et al., 2012).

La androesterilidad puede ser aprovechada de dos formas: la primera haciendo mezclas de

semilla androestéril y fértil, en diferentes proporciones, teniéndose una mayor proporcion en la



mezcla de semilla androestéril que androfértil, siendo esta Gltima el polinizador comin (Espinosa
et al., 2009; Tadeo et al., 2010). La segunda forma es utilizando la capacidad restauradora de la
fertilidad de un material, donde destaca el método ABR, (Mendoza et al., 2006; Cisneros et al.,
2012; Baet al., 2014). El procedimiento consiste en cruzar una linea A que es androestéril con una
linea B, la cual es fértil pero no restauradora de la fertilidad, que se denomina linea Mantenedora.
El resultado de la cruza anterior es un hibrido de cruza simple androestéril (AxB), que se cruzara
como hembra con una linea R macho, denominada linea Restauradora, la cual suprime la
androestérilidad y reinstala la fertilidad masculina, lo que debe evaluarse en diferentes ciclos
agricolas para confirmar que efectivamente restaure la fertilidad masculina. Al final, en la
conformacién del hibrido trilineal, se obtiene un genotipo completamente fértil. Esta segunda

forma de aprovechar la androesterilidad se utilizo en la presente investigacion.

Es asi, que desde 1992 la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de la Universidad
Nacional Auténoma de México (FESC-UNAM), y en el Campo Experimental Valle de México,
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), trabajan en
conjunto realizado trabajos de mejoramiento genético para incorporar la androesterilidad génico —
citoplasmica a las lineas progenitoras hembras élite de algunos de los hibridos comerciales y
experimentales desarrollados por la UNAM y el INIFAP (Tadeo et al., 2007; Espinosa et al., 2009).
Posteriormente (1995-1997), se identificaron lineas con capacidad restauradora (Tadeo et al.,
2003), donde se han mejorado las lineas macho progenitoras de ambos programas, en conjunto,
con la finalidad de obtener hibridos con mejores rendimientos y facilidad en la produccién de

semilla en la formacion del hibrido.

En forma ininterrumpida en los diferentes afios, se contintan haciendo nuevas evaluaciones y
probando diferentes combinaciones para la formacion de nuevos hibridos trilineales con
progenitores hembra androestériles, y progenitores macho con capacidad restauradora de la
fertilidad masculina, donde se ha obtenido como resultado de la investigacion hibridos
experimentales de excelente potencial productivo, candidatos a registrarse en el CNVV, con la
finalidad de que se puedan producir de forma comercial en los Valles Altos de México. Es
importante tener claro que las variedades mejoradas que se registran en el CNVV y se protegen en
los derechos de propiedad intelectual en el esquema de la Union Internacional para la Proteccion



de Obtenciones Vegetales (UPOV), con Titulos de Obtentor, deben cumplir diferentes requisitos
como son la distincion, homogeneidad y estabilidad.

Para medir la interaccion genotipo x ambiente (IGA) existen métodos que se basan en los
coeficientes de regresion (Finlay y Wikilson, 1963; Eberhart y Russell, 1966); sin embargo, estos
modelos no proporcionan informacién sobre qué genotipos o ambientes causan dicha interaccion.
En afios recientes se han desarrollado métodos multivariados para el andlisis IGA, los cuales
agrupan a los genotipos con respuestas similares y facilitan la interpretacion; ademas, permiten
analizar un mayor nimero de ambientes y genotipos al mismo tiempo (Holhs, 2001). Bajo esta
condicion, en este trabajo se decidio hacer un estudio de la interaccidn genotipo por ambiente para
definir los genotipos experimentales que presentaran mejor estabilidad a través de los ambientes
de prueba en los diferentes afios en que se evaluaron los hibridos, utilizando métodos multivariados
como fue el modelo de efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI), vy el

modelo de regresion en sitios (SREG).

En el afio 2017, se culmind el registro en el CNVV de dos hibridos generados en la UNAM,
Atziri Pumay Tlaoli Puma, hibridos experimentales que se utilizaron esta investigacion en el ciclo
primavera-verano 2016, ambos con restauracion de la fertilidad masculina, los cuales son los
primeros materiales con androestérilidad y restauracion de la fertilidad generados por la

investigacion publica en México, que se registran ante el CNVV.

La androesterilidad de los progenitores de ambos programas de mejoramiento genético fue
descubierta en 1992 en las accesiones y parcelas de la FESC-UNAM, en materiales que provienen
de la raza conico, misma que es una de las 59 razas de maiz existentes en nuestro pais. Estos
progenitores presentan androesterilidad génico — citoplasmica, por la presencia de genes recesivos
cms/cms en el nucleo y en la presencia de un citoplasma estéril (mt DNA). Fue necesario identificar
la fuente de androesterilidad citoplasmica, ya que es importante conocer si estos progenitores son
susceptibles a Bipolaris maydis, que ocasiond una epifitia en gran parte de las zonas maiceras de
los Estados Unidos de América. A consecuencia de este evento, la fuente CMS tipo T ha sido
descartada en programas de mejoramiento. A finales de la década de los setentas y principios de la
década de los ochentas del siglo pasado, se encontraron nuevas fuentes de esterilidad masculina
citoplasmatica (CMS), como la CMS tipo C (Charrda) y la CMS tipo S (USDA).



En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en relacion con las lineas de investigacion,
que se desarrollaron en torno a los hibridos experimentales inicialmente androestériles y luego con
fertilidad restaurada, asi como los estudios de la estabilidad genética del rendimiento, y la
identificacion de la fuente de esterilidad citoplasmica masculina de los progenitores femeninos. A
demas se incluye la descripcion de sus caracteristicas agrondmicas, sus rendimientos y otros
elementos que los ubican como alternativa de uso con buen potencial para los productores de maiz
de los Valles Altos de México (Espinosa et al., 2018; Tadeo et al., 2010; Tadeo et al., 2014; Tadeo
etal., 2016).

Se presentan diferentes trabajos relacionados con hibridos trilineales, obtenidos con
progenitores hembra androestériles y progenitores macho con capacidad restauradora de la
fertilidad.

OBJETIVOS GENERALES:

1. Evaluar la capacidad productiva de grano de hibridos trilineales experimentales de maiz
obtenidos con esterilidad masculina y combinaciones con un progenitor que restaura la
fertilidad masculina, para identificar aquellos con buen comportamiento y revisar la
conveniencia de recomendar su siembra en Valles Altos de México.

2. Estudiar la Interaccion Genotipo por Ambiente y la estabilidad del rendimiento de grano en
hibridos de maiz obtenidos con esterilidad masculina y combinaciones con un progenitor
que restaura la fertilidad masculina, mediante dos modelos multivariados (SREG, y
AMMI), asi como definir el modelo que mejor describa la interaccion genotipo por
ambiente.

3. Evaluar la productividad y la estabilidad del rendimiento de grano de nuevos hibridos de
maiz con esquema de androesterilidad y fertilidad restaurada de la UNAM e INIFAP en los
Valles Altos de México.

4. Identificar y determinar el tipo de esterilidad citoplasmica masculina (CMS) en los
progenitores androestériles de maiz de los hibridos que se generan en la UNAM e INIFAP,
con ayuda de la técnica PCR con iniciadores especificos para las fuentes de esterilidad

masculinaC, Ty S.



HIPOTESIS:

1. Al menos un hibrido experimental iguala o supera el rendimiento y otras caracteristicas
agrondmicas a los testigos en sus diferentes afios de cultivo y en sus diferentes fechas de
siembra; ademas, que el macho utilizado en la formacidon de los hibridos trilineales de maiz
restaura la fertilidad en la generacion Fi.

2. Los hibridos experimentales evaluados presentan estabilidad en el rendimiento de grano, y
tendran mejor estabilidad que los hibridos testigos comerciales.

3. Los iniciadores especificos para esterilidad citoplasmica masculina (CMS), con ayuda de
la técnica PCR y la electroforesis ayudaran a identificaran de forma efectiva el tipo de
esterilidad citoplasmica masculina de los progenitores femeninos de los hibridos de la
UNAM e INIFAP, y seré clasificada dentro de los grupos CMS - C, CMS - T, 0 CMS - S.
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1.1 RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la productividad de grano de hibridos de maiz (Zea mays
L.) con androesterilidad y progenitor restaurador de la fertilidad masculina en Valles Altos de
México. Se evaluaron nueve genotipos de la UNAM e INIFAP en el ciclo Primavera-verano 2013,
2014 y 2015, en siete ambientes en dos localidades del Estado de México. Los hibridos (6) se
integraron con la linea macho MIA44 R, con capacidad restauradora de la fertilidad masculina, y
se compararon con tres testigos comerciales. El disefio experimental fue de bloques completos al
azar con tres repeticiones. Los datos de 21 variables se analizaron en forma factorial, considerando
ambientes, blogues, genotipos y sus interacciones como fuentes de variacion. Los genotipos que
tuvieron los mejores rendimientos fueron los hibridos comerciales Tsiri Puma y H-50, con un
rendimiento medio de 6430 y 6397 kg ha*, respectivamente. Cuatro de los genotipos que utilizaron
el macho restaurador de la fertilidad MIA44 R, en la conformacion del hibrido final con las hembras

fértiles o androestériles, presentaron competitividad similar estadisticamente a los hibridos
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comerciales, con una media general de 5789 kg ha™; estas productividades apoyarian su liberacion
comercial. La linea macho restauradora de la fertilidad MIA44 R aportd buena heterosis en el

hibrido final, y ademas se confirmo su capacidad restauradora de fertilidad.

Palabras clave: Zea mays, androestrilidad, hibridos trilineales, rendimiento, restauraciéon de la

fertilidad masculina.
1.2 ABSTRACT

The objective of this work was to determine the productivity of grain maize (Zea mays L.) of
hybrids with male sterility and restorer progenitor of male fertility in High Valleys of Mexico. Nine
maize genotypes of the UNAM and INIFAP were evaluated in the spring-summer season of 2013,
2014 and 2015, in seven environments in two localities of the State of Mexico. Six experimental
maize hybrids were integrated with the male inbred line MIA44 R, which has restorative capacity
of male fertility, and compared with three commercial checks. A randomized complete block
design with three replications was used. Data of 21 traits were analyzed in the factorial form, where
environments, blocks, genotypes and their interactions were sources of variation. The genotypes
that had the best yields were the commercial hybrids Tsiri Puma and H-50, with a mean yield of
6,430 and 6,397 kg ha, respectively. Four hybrids that had the MIA44 R male fertility restorer
line in the formation of the final hybrid with fertile females or male-sterile had competitiveness
statistically similar (5789 kg ha) to the commercial hybrids. This productivity would support their
commercial release. The restoring male fertility MIA44 R inbred line provided good heterosis in

the final hybrid and was confirmed its restorative capacity of fertility.
Key words: Zea mays, male sterility, three-way hybrids, grain yield, restoration of male fertility.
1.3 INTRODUCCION

En los Valles Altos Centrales de México (2200 a 2600 metros de altitud), ubicados en los estados
de México, Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y Ciudad de México, se cultivan 1.5 millones de hectareas
de maiz (Zea mays L.), de las cuales 700 mil hectareas se cultivan en zonas de riego y buen temporal
(Turrent, 1994); de esa superficie, en el estado de México se siembran 600 mil hectareas con maiz,
de las cuales en 300 mil prevalecen condiciones de riego y buenas precipitaciones pluviales

(secano), con un rendimiento medio de 3.5 ton ha*, mientras que las otras 300 mil se cultivan bajo



condiciones de secano, donde las lluvias generalmente inician en forma tardia, limitando la fecha
de siembra y la productividad del cultivo por su exposicion a las heladas tempranas, donde se tiene
una productividad media de 1.2 t ha (Avila et al., 2009; Espinosa et al., 2010).

México importa cada afio grandes volimenes de maiz, y para satisfacer la demanda de grano en
la region e incrementar su rendimiento, se tiene como alternativa generar y sembrar variedades
mejoradas que tengan las caracteristicas de calidad que demanden agricultores y consumidores.
Entre las tecnologias de produccion de grano y semillas que se han generado en la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) vy el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), como estrategia para favorecer el uso de semilla mejorada de
hibridos, estan la androesterildad y la capacidad de restauracion de la fertilidad masculina (Tadeo
etal., 2016).

La androesterilidad es la incapacidad que tienen las plantas para producir polen, polen viable o
anteras de las estructuras reproductivas masculinas. Esta condicion ha sido documentada en mas
de 150 especies vegetales (Mackenzie et al., 1994; Schnable y Wise, 1998). En la década de los
afios 70 del siglo pasado, la androesterilidad dejé de usarse en la faja maicera de Estados unidos
de América a causa de la enfermedad provocada por el hongo Bipolaris maydis raza T, que
ocasiond una epifitia en gran parte de esta regién. A consecuencia de este evento, la fuente CMS
tipo T ha sido descartada en programas de mejoramiento. A finales de la década de los setentas y
principios de la década de los ochentas, se encontraron nuevas fuentes de esterilidad masculina
citoplasmatica (CMS), como la CMS tipo C (Charrta) y la CMS tipo S (USDA) (Beckett, 1971;
Laughman y Gabay-Laughman, 1983). Asi mismo, se conocen méas de 40 mutantes androestériles
en el maiz que afectan diferentes loci del DNA nuclear, que se pueden encontrar en forma recesiva
o dominante (Skibbe y Schnable, 2005). De estas fuentes de androesterilidad, la empresa semillera
Du Pont® Pioneer® ha estado aprovechando este germoplasma para generar nuevas variedades de
maiz, como es el gen mutante Ms 44 (Shen et al., 2016). La androesterilidad y la restauracion de
la fertilidad masculina en la produccién de semilla hibrida de maiz, son una herramienta
fundamental por su impacto en la agricultura, las cuales se utilizan para generar los genotipos de

laUNAM e INIFAP que se utilizaron en esta investigacion (androesterilidad génico-citoplasmica).

El uso de la androesterilidad y la capacidad restauradora de la fertilidad masculina en la

produccion de semilla hibrida de maiz evita los problemas que ocurren en la eliminacion de la
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panoja en los progenitores hembra, reduciendo las dificultades en esta etapa y facilitando el control
de la calidad e identidad genética de los hibridos producidos, ademas, se tiene una reduccién en los
costos de produccion por la labor de desespigamiento de 25 hasta 50 jornales por hectarea (Beck y
Torres 2005; Poehlman 2005).

La androesterilidad puede ser aprovechada de dos formas: la primera haciendo mezclas de
semilla en diferentes proporciones, teniéndose una mayor proporcion en la mezcla de semilla
androestéril que androfértil, siendo esta ultima el polinizador comun (Espinosa et al., 2009; Tadeo
et al., 2010). La segunda forma es utilizando la capacidad restauradora de la fertilidad de un
material, donde destaca el método ABR, que es caracteristico en la produccion de semilla en
especies como el maiz, sorgo (Sorghum bicolor L.), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa),
girasol (Helianthus annuus), cebolla (Allium cepa), entre otras (Poehlman, 2005; Mendoza et al.,
2006; Cisneros et al., 2012; Ba et al., 2014). El procedimiento consiste en cruzar una linea A que
es androestéril con una linea B, la cual es fértil pero no restauradora de la fertilidad, que se
denomina Mantenedora. El resultado de la cruza anterior es un hibrido de cruza simple androestéril
(AxB), que se cruzara con una linea R, denominada Restauradora, la cual debe evaluarse en
diferentes ciclos agricolas para confirmar que efectivamente restaure la fertilidad masculina. Al
final, en la conformacion del hibrido trilineal, se obtiene un genotipo completamente fértil. Esta

segunda forma de aprovechar la androesterilidad se utiliz6 en la presente investigacion.

Ademas de la UNAM vy el INIFAP, en México no se tienen registros publicados de otras
instituciones de investigacion publica o privada que trabajen o cuenten con progenitores
androestériles o con capacidad restauradora de la fertilidad masculina, para la conformacion de
hibridos o variedades mejoradas de maiz. Respecto al uso de la androesterilidad y de la restauracion
de la fertilidad masculina en el cultivo de maiz, se han realizado pocos trabajos en el tema,
destacando el de Tadeo et al. (2003), quienes mencionan que en 1995 se evaluaron combinaciones
de lineas con progenitores androestériles y fértiles para encontrar genotipos con capacidad
restauradora de la fertilidad masculina, y se ubicaron siete lineas que restauraron la fertilidad. En
este trabajo, durante la floracién de los hibridos, se efectuaron revisiones diarias para verificar si
los érganos masculinos producian anteras y si a su vez estas liberaban polen, con lo cual se
identifico su capacidad restauradora de la fertilidad masculina. Las lineas restauradoras se cruzaron

con los hibridos androestériles, nuevamente y estas combinaciones fueron evaluadas en 1996, para
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verificar la presencia o no de la fertilidad masculina de los 41 hibridos que contenian la
combinacion de androesterilidad con una linea restauradora, identificada asi el ciclo anterior.
Ademas, se evalud el rendimiento de los 41 hibridos comparandolo con el de hibridos fértiles
experimentales y comerciales como testigos. Finalmente, se encontraron las lineas restauradoras
de la fertilidad masculina: P2-1, 1A49-2, 1A49-1, ETH-29-1 y ETH-29-3, las cuales contienen los
genes de restauracion de la fertilidad masculina en estado homocigético, ya que generaron hibridos

100 por ciento fértiles.

En los ultimos afios, el equipo de trabajo la UNAM vy el INIFAP que participa en la linea de
investigacion del uso de la androesterilidad y restauracion de la fertilidad se ha dado a la tarea de
encontrar nuevos progenitores macho que restauren la fertilidad masculina, usando la fuente
germoplasmica con que se cuenta para formar nuevos hibridos de maiz. Es imperativo que dichos
progenitores expresen buen patron heterdtico con respecto a lo deseado por el fitomejorador y que
satisfagan las necesidades del productor de semilla, para que los genotipos que se generan en este
importante programa de mejoramiento genético mantengan su calidad genética y tengan un uso

préctico.

Es asi que ante la escasez de resultados tangibles y de trabajos publicados en revistas arbitradas
sobre el tema del uso de la androesterilidad y la restauracion de la fertilidad masculina en la
produccién de semilla hibrida de maiz en México, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad productiva de grano de hibridos trilineales experimentales de maiz obtenidos con
esterilidad masculina y combinaciones con un progenitor que restaura la fertilidad masculina, para
identificar aquellos con buen comportamiento y recomendar su siembra en Valles Altos de México.
Se planted la hipotesis de que al menos un hibrido experimental igualara o superara el rendimiento
y otras caracteristicas de los testigos; ademas, que el macho utilizado en la formacién de los

hibridos trilineales de maiz restaura la fertilidad en la generacién Fi.
1.4 MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevd a cabo en el ciclo primavera-verano de 2013, 2014, y 2015 en dos
localidades. La primera fue en el campo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de la
Universidad Nacional Autdnoma de México (Cuautitlan-UNAM), municipio de Cuautitlan lIzcalli,

Estado de México, a una altitud de 2274 msnm, donde, de acuerdo con la clasificacién de Koppen
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modificada por Garcia (2004), el clima se clasifica como C (wo) (w) b (i’*), correspondiente a clima
templado, el més seco de los subhimedos, con régimen de Iluvias en verano, e invierno seco; su
precipitacion anual promedio historico es de 609.2 mm (Garcia, 2004). La segunda localidad fue
el predio ubicado en Santa Lucia de Prias, del Campo Experimental Valle de México (CEVAMEX)
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), municipio
de Texcoco, Estado de México, localizado a una altitud de 2240 msnm, con un clima C (wo) (w) b
(i’) g, que corresponde a clima templado con lluvias en verano, el mas seco de los subhdmedos,
con veranos frescos y prolongados, con temperaturas medias anuales entre 12 y 18 ° C, con una
precipitacion media de 625 mm (Garcia, 2004). En cada localidad se manejo una densidad de

poblacion de 60 000 plantas por hectarea, en los diferentes ciclos de cultivo.

Los ambientes de prueba los definieron los diferentes ciclos de cultivo: 2013, 2014 y 2015 en
dos localidades de siembra: FESC-UNAM y CEVAMEX. En localidad CEVAMEX, unicamente
en el ciclo Primavera-Verano 2015, se establecidé una segunda fecha de siembra, obteniéndose

finalmente un total de siete ambientes de prueba, como se muestra en la Cuadro 1.1.

Cuadro 1.1 Ambientes de prueba utilizados para determinar la productividad de hibridos

de maiz fértiles y androestériles con restauracion de fertilidad en Valles Altos de México.

AMBIENTES LOCALIDAD CICLO PRIMAVERA-VERANO
1 CUAUTITLAN 2013
2 CEVAMEX 2013
3 CUAUTITLAN 2014
4 CEVAMEX 2014
5 CUAUTITLAN 2015
6 CEVAMEX 2015
7 CEVAMEX FS2 2015

FS2: Segunda fecha de siembra.

Se evaluaron nueve genotipos que tuvieron su origen en la UNAM e INIFAP; de ellos el H-50
(Espinosa et al., 2003), H-51 AE (Espinosa et al., 2012) y el Tsiri Puma (Tadeo et al., 2016) son
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hibridos de uso comercial y fueron usados como testigos; el resto de los genotipos son hibridos de

maiz en fase experimental, los cuales se muestran en la Cuadro 1.2. La linea macho MIA44 con

capacidad restauradora de la fertilidad masculina particip6 en la conformacion de los diferentes

hibridos trilineales en esta investigacion, ya que se cruz6 con el progenitor hembra, una cruza

simple androestéril o androfértil.

Cuadro 1.2 Genealogia y caracteristicas del material genético utilizado para determinar

la productividad de hibridos de maiz fértiles y androestériles con restauracion de fertilidad

en Valles Altos de México.

GENOTIPOS TIPO ORIGEN CONDICION
HIBRIDO AE/F CS

(IA446F X 1A442) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Fértil
(IA442AEC X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Androestéril
(IA424AEC X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Androestéril
(IA424F X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Fértil
(IA424AEC X M18) X MIA44 R Trilineal INIFAP/UNAM Androestéril
(IA424F X M18) X MIA44 R Trilineal INIFAP/UNAM Fértil

H 51 AE Trilineal INIFAP Androestéril
TSIRI PUMA Trilineal UNAM Androestéril
H 50 Doble INIFAP Fértil

R: Hibridos trilineales con fertilidad restaurada.

Como puede observarse, en los hibridos trilineales con fertilidad restaurada (IA442AEC X
1A249) X MIA44 R, (IA424AEC X 1A249) X MIA44 Ry (IA424AEC X M18) X MIA44 R, siendo
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la linea MIA44 R el progenitor masculino en todos los hibridos trilineales. Las lineas 1A442,
IA424, e 1A249 se obtuvieron a partir de germoplasma del CIMMYT, manteniendo estos
materiales mediante selecciones en autofecundaciones, cruzamientos planta a planta, y ciclos de
avance fraternal. La linea M18 es descendiente de maiz latente (resistente a sequia) identificada
por Gilberto Palacios de la Rosa en 1956, y fue progenitora de otros hibridos como H-33, H-30, H-
34 y H-50. Esta linea otorga rusticidad y robustez a esos hibridos. Las lineas 1A442AEC e
IA424AEC fueron desarrolladas en la UNAM al incorporarles a las lineas 242F y 244F la
androesterilidad tipo C, la cual fue identificada en la UNAM, y se caracteriza por su estabilidad a
través de ambientes y su accion en el grupo C; la linea MIA44 R fue utilizada como progenitor

masculino para cruzarse con la fuente de androesterilidad (Figura 2).

Partiendo de las lineas 242F y 244F, estas se cruzaron con una fuente androestéril y se
efectuaron de seis a ocho retrocruzas hacia estas lineas para obtener sus versiones con esterilidad
masculina, las cuales se denominaron I1A442AEC e IA424AEC, siendo ésta una version isogénica,
cuyas lineas mantenedoras son las lineas 1A442F e |A424F en su version fértil. En resumen, la
linea MIA44 R se obtuvo a través del método genealdgico o de pedigri. Al utilizar esta linea como
progenitor macho, se llevo a cabo la verificacion de que efectivamente esta linea restaura la
fertilidad masculina en la progenie, es decir, la F1 fue completamente fértil, y esto se verifico en

diferentes ciclos de cultivo.

La produccion de semilla de los hibridos trilineales se puede hacer con facilidad, pues sus
progenitores coinciden en dias a floracién. Las cruzas simples hembras (1A442AEC X 1A249),
(IA424AEC X 1A249) y (IA424AEC X M18), version androesteéril, se establecieron en campo en

cuatro surcos, por dos de macho de la linea MIA44 R.

Para el caso de los hibridos trilineales con progenitores hembra fértiles (1A446F X 1A442F) X
MIA44 R, (IA424F X 1A249F) X MIA44 R, y (1A424F X M18) X MIA44 R se realizo
desespigamiento en la formacion de la cruza simple, y al momento de formar el hibrido trilineal,

se elimind la panoja en la cruza simple hembra.

Los experimentos que se establecieron en la FESC-UNAM se manejaron bajo condiciones de

secano, mientras que los experimentos que se establecieron en el CEVAMEX se manejaron con
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punta de riego. Para el control de malezas se aplico Gesaprim® (Atrazina) 2kg/ha y Hierbamina®
(2-4D amina) 2L/ha.

Esquema de obtencion de los
hibridos trilineales con fertildad
masculina restaurada utilizando
progenitores androesteriles

p . (o
{1 ] Linea AEC Linea ¥
Linea AEC
Contintan otros A
Ciclos de retrocruzs

Linea A e LineaB

Androesteril Mantenedora

AR
Linea F

? LineaR
CRUZA SIMPLE Restauradora
oy de la fertilidad
masculina

e
ot SR
Hibrido trilineal 100 % fértil

Hibrido trililneal
Con fertilidad restaurads

Figura 2. Esquema de obtencion de los hibridos trilineales con fertilidad restaurada.

La parcela experimental fue de un surco de 5 m de largo y 0.80 m entre surcos. El disefio

experimental utilizado fue de bloques completos al azar con tres repeticiones.
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En cada parcela se evaluaron 21 variables, tomandose datos de los dias a floracion masculina,
cuando el 50 % de las plantas de la parcela liberaron polen; dias a floracion femenina, cuando el
50 % de las plantas en la parcela expusieron los estigmas, en por lo menos tres centimetros; ademas,
se hicieron revisiones diariamente para verificar que la espiga de cada planta de maiz producia
anteras y a su vez estas liberaban polen. También se midieron la altura de planta y altura de mazorca
en cm de cinco plantas por parcela, midiéndose de la base del tallo al nudo de insercion de la espiga,
y de la base del tallo al nudo de insercidn de la mazorca superior, respectivamente. A la cosecha se
tomaron variables como: peso de campo, uniformidad de la planta, sanidad de mazorca, cobertura
de mazorca, mazorcas buenas y mazorcas malas (malas cuando éstas presentaban un dafio por
plagas, enfermedades o alguna anormalidad en su desarrollo, en un 50 por ciento de la mazorca o
mas). Para determinar los componentes de rendimiento, se tomd una muestra representativa de
cinco mazorcas en cada parcela, en las que se midieron las variables: longitud de mazorca, nimero
de hileras por mazorca, numero de granos por hilera, granos por mazorca, diametro de mazorca,
didmetro de olote, peso volumétrico, peso de 200 granos, porcentaje de grano, y porcentaje de
humedad del grano, medido con un determinador de humedad eléctrico marca Stenlite®, para
obtener el porcentaje de materia seca. La estimacion del rendimiento de grano de cada genotipo se

hizo mediante la férmula:
Rendimiento= (PC * %MS * %G * FC)/8600

Donde: PC: Peso de campo; %MS: Porcentaje de materia seca; %G: Porcentaje de grano; FC:
Factor de conversion para obtener rendimiento por ha, se obtuvo al dividir 10000 m? / tamafio de
la parcela Gtil en m2 (4 m?); 8600: es un valor constante, que permite estimar el rendimiento con

una humedad uniforme del 14 %, que es a la cual se manejan las semillas en forma comercial.

Para el analisis estadistico de los datos se aplicd un analisis combinado de los ambientes de
prueba, considerando como fuentes de variacion los ambientes, genotipos y la interaccion Genotipo
*ambiente. El andlisis de varianza y la comparacion de medias con la prueba de Tukey se realizaron
con el programa SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc., 2002). Se realiz6 un analisis de correlacion
de Pearson para las 21 variables evaluadas con la finalidad de determinar cuales variables
definieron mejor el rendimiento y de elegir las que tuvieran mayor significancia y representatividad

en el experimento.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis de varianza combinado detectd diferencias estadisticas altamente significativas
(P<0.01) entre ambientes y entre genotipos para todas las variables (Cuadro 1.3). La interaccion
genotipo * ambiente resultd altamente significativa (P<0.01) para las variables floracién femenina,
peso volumétrico y porcentaje de grano. El contraste ecoldgico entre ambientes, es decir, entre
sitios, que incluye latitudes, condiciones edéficas y climaticas influyd en los genotipos para
responder de manera significativa a dichos cambios ambientales, tal como lo mencionan Avila et
al. (2009) y Canales et al. (2016). La diferencia entre genotipos fue debida a que los hibridos
trilineales tuvieron una base genética contrastante, principalmente entre los hibridos
experimentales y los testigos. En la interaccion genotipo * ambiente hubo significancia (P<0.05)
para las variables de floracion, longitud de mazorca, PH y porcentaje de grano. Sin embargo, y con
base en la ausencia de interaccion genotipo por ambiente, dicha respuesta al cambio de ambiente
para rendimiento fue en forma paralela y consistente, lo que coincide con lo reportado en trabajos
similares por Avendafio et al. (2009), Palemén et al. (2012) y Pefia et al. (2012), resaltdndose para
estos materiales su proceso de adaptacion en la region, su proceso de mejoramiento genético, y sus
rendimientos superiores a la media nacional (2.8 ton ha) (Ortiz et al., 2007; Turrent, 2009) y del
estado de México (1.2 ton hat) (Avila et al., 2009; Espinosa et al., 2010), ya que su media general
de rendimiento fue de 5789 kg ha™. El coeficiente de variacion del rendimiento fue de 21 %,
mientras que para el resto de las variables los coeficientes de variacion fueron menores al 11 %.
Esto indica la confiablidad de los datos experimentales, ya que de acuerdo con este parametro, la

desviacidn estandar de las mediciones resultd menos del 20 % de la media general.

La comparacién de medias entre los genotipos considerando los siete ambientes de prueba
(Cuadro 1.4), indico que el mejor rendimiento correspondi6 al hibrido trilineal Tsiri Puma con
6430 kg ha*. Tsiri Puma fue liberado por la UNAM (Tadeo et al., 2016) y sobresalié en un trabajo
similar realizado por Lopez et al. (2017). El rendimiento de Tsiri Puma result6 estadisticamente
similar al de los hibridos H-50, (IA446FX1A442F) X MIA44 R, (IA424X1A249) X MIA44 R,
(IA442AECXIA249) X MIA44 R, (IA424AECXIA249) X MIA44 R, y H-51 AE. Con respecto a
los hibridos menos rendidores comparados con Tsiri Puma, (1A424FXM18) X MIA44 R rindio
16.9 % menos, pero la diferencia resultdo no significativa, en contraste (I1A424AECXM18) X

MIA44 R rindi6 24.21 % significativamente menos. Los hibridos experimentales utilizados en esta
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investigacion, la mayoria de ellos destacan por su potencial productivo, uniformidad que facilita la
cosecha mecanizada, resistencia al acame, y la calidad genética de los progenitores y del hibrido
final con el uso de la androesterilidad, abaratando esto la semilla de los mismos para el productor.
El resultado anterior indica que el progenitor MIA44 R apareado con cruzas simples fértiles o
androestériles generd varias combinaciones sobresalientes que presentaron rendimientos similares
a los que tuvieron los testigos comerciales Tsiri Puma, H 50 y H 51 AE; ademas, con el buen
rendimiento expresado por las cruzas se verifico que MIA44 R restaurd la fertilidad masculina

exitosamente.
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Cuadro 1.3 Cuadrados medios y significancia estadistica del analisis de varianza combinado para diversas variables de nueve hibridos
de maiz evaluados en siete ambientes. Ciclo Primavera — Verano 2013, 2014 y 2015.

VARIABLES

Fuente de
Peso de
Rendimiento FM FF P.H. LM

Variacion o j 200  GRAMIL
(kg ha™) (Dias)  (Dias) (kg hl?) (cm)

D/IMZ Porcentaje

de Grano
granos (cm)

Ambientes (A) 6  51073658.4** 539.6** 605.2** 12409.5** 16.9** 5249.8**  21.1** 3.3** 33.2**

Genotipos (G) 8  7351436.5**  30.5** 24.5** 2139** 3.7 270.4** 21.8**  0.18** 15**

Bloques |A| 14 4699271.5** 9.9** 5.3 356.7 1.3 89.3 3.7 0.15** 6.4
G*A 48 1888095.7 5.2* 5.5%* 1044.2** 2.3* 67.1 8.1 0.06 6.6**
Error 112 1491500.9 2.8 3.1 432.9 1.4 50.7 6.1 0.04 3.6
C.V. (%) 21 2.1 2.2 2.9 8.3 10.9 8.3 4.2 2.3
Media 5789 78.7 80 72.2 14.4 65.2 29 4.8 84.6

G L: Grados de libertad; FM: Floracion Masculina; FF: Floracion Femenina; P. H.: Peso Hectolitrico; LM: Longitud de Mazorca;
GRA/HIL: Granos por hilera; D/MZ: Diametro de mazorca. Significancia estadistica al 0.01 de probabilidad (**) y al 0.05 de
probabilidad (*); C.V: Coeficiente de variacion (%).
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Por otro lado, en los nueve genotipos las floraciones masculina y femenina variaron de 77 a 80
dias y de 78 a 81 dias, respectivamente, siendo Tsiri Puma el material mas precoz, con 77 y 78 dias
a floracion masculina y femenina, respectivamente. Este resultado contrasta con el de Tadeo et al.
(2016), quienes indican que Tsiri Puma tiene floracién masculina y femenina de 85 y 86 dias,
respectivamente. Con base en estos resultados, puede considerarse que los genotipos evaluados en
este trabajo resultaron de ciclo intermedio, lo que guarda relacion con las fechas de siembra y las
condiciones ambientales que prevalecieron e incidieron sobre los materiales durante su evaluacion.
Los genotipos (IA424FXM18) X MIA44 R y (IA442AECXIA249) X MIA44 R fueron los mas
tardios con 80 y 81 dias de floracion masculina y femenina, respectivamente.

En cuanto al peso hectolitrico, los resultados variaron de 71.1 kg hl™ a 74.5 kg hl™%, teniendo el
mayor valor Tsiri Puma. En la variable granos por hilera, los valores fueron de 28 a 31 granos,
destacando nuevamente Tsiri Puma junto con otros tres materiales. La longitud de mazorca resulto
de 14 a 15 centimetros, sobresaliendo Tsiri Puma y dos hibridos experimentales. El peso de 200
granos varié de 59.6 a 69.7 gramos. El didmetro de mazorca vari6 de 4.6 a 5 centimetros. En estas
dos ultimas variables, los valores mas altos los tuvo el hibrido H-50, pero varios materiales
experimentales también tuvieron valores similares a los de éste.

Con respecto al comportamiento promedio de los siete ambientes (Cuadro 1.5), este indica que
para rendimiento se formaron tres grupos de significancia, donde el ambiente de Cuautitlan 2013
produjo el mayor rendimiento, con 7340 kg ha?, lo que concuerda con resultados similares
reportados por Lopez et al. (2017), donde la localidad de Cuautitlan tuvo los mayores rendimientos.
No obstante, en evaluaciones similares por Tadeo et al. (2010) y Tadeo et al. (2014), los mayores
rendimientos se obtuvieron en el CEVAMEX, lo que contrasta con los resultados de este trabajo.
Esto indica como el efecto del ambiente sobre la respuesta de los genotipos cambia a través de los

afios y de los sitios de evaluacion.
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Cuadro 1.4 Comportamiento medio de nueve hibridos de maiz Fértiles y Androestériles con restauracion de la fertilidad masculina, en
siete ambientes, para rendimiento (kg hal), y otras variables. Ciclo Primavera — Verano 2013, 2014 y 2015.

Rendimiento FM FF P. H. LM

Genotipo ZOF())GSO e cramL PM?Z

(kghal)  (Dias) (Dias) (kghl)  (cm) granos (cm)
Tsiri Puma 6430 a 77¢c 78D 745 a 15a 68.9 ab 3la 4.7 bc

H-50 6397 a 78bc  80ab  7l4b  14b 69.7a 30 ab 5a
(IA446FX1A442) X MIA44 R 6378 a 78bc  80ab  723b  15a  68.6ab 30ab  47hc
(IA424FX1A249) X MIA44 R 6036 ab 77¢  78b  723b  l4a  62.1hc 29b  47hc
(IA442AECXIA249) X MIA44R 5911 ab 80a  8la  7L4b  14b 62.4 be 29b  47hc

(IA424AECXIA249) X MIA44 R 5710 ab 79 ab 80 ab 72.3b 15a 64.8 abc 30 ab 48b

H-51 AE 5345 ab 79 ab 80 ab 72.5ab 15a 67.3 ab 29b 4.7 bc
(IA424FXM18) X MIA44 R 5259 ab 80 a 8la 71.1b 14 b 63.1 abc 28D 4.7 bc
(IA424AECXM18) X MIA44 R 4874 b 79 ab 8la 71.8b 14 b 59.6¢ 28D 46¢C
D.S.H. (0.05) 1192 2 2 2.3 1 6.9 2 0.2

*Medias con letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). FM: Floracion Masculina; FF: Floracion
Femenina; P. H.: Peso Hectolitrico; LM: Longitud de Mazorca; kg ha™*: kilogramos por hectarea; cm: centimetros; GRA/HIL: Granos

por hilera; D/MZ: Diametro de mazorca.
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Con respecto al menor rendimiento, este se obtuvo en CEVAMEX 2015 en la segunda fecha de
siembra, con 3595 kg hal. Cabe mencionar que la mayoria de los ambientes de prueba en el
CEVAMEX presentaron bajos rendimientos, pues ahi el factor edafico fue fundamental para el
desarrollo del cultivo, ya que en el CEVAMEX se tienen suelos franco-arenosos que se caracterizan
por ser ligeros, con poca retencion de agua y deficientes en materia orgénica, propiedades que
limitan la disposicion de agua por la planta en el periodo de llenado de grano.

La floracion masculina en los ambientes de prueba ocurrid entre los 75 y 85 dias y la floracion
femenina entre los 76 y 81 dias. En el ambiente del CEVAMEX 2015 en la primera y segunda
fechas de siembra los genotipos fueron méas precoces, con 75 y 76 dias a floracion masculina y
femenina, respectivamente, lo cual pudo deberse a las fechas de siembra retrasadas. En cuanto al
peso hectolitrico, este vari6 entre 69.3 kg hlt y 76.4 kg hl%, el valor més alto siendo obtenido en
CEVAMEX 2014. La longitud de mazorca tuvo valores de 13 a 15 centimetros, registrandose el
valor mas alto en los ambientes de Cuautitlan 2013, 2014 y 2015. El peso de 200 granos resultd
entre 49.7 y 80.9 gramos, siendo mayor en el ambiente de CEVAMEX 2015. La variable granos
por hilera tuvo valores de 28 a 31 granos, obteniéndose los valores mas altos en el ambiente de
Cuautitlan 2014. Entre ambientes, el didmetro de mazorca vario de 4.4 a 5.2 centimetros, siendo
Cuautitlan 2013 y CEVAMEX 2015 los de mayor expresion. El porcentaje de grano tuvo valores
de 83.3 a 86 por ciento, obteniéndose el valor mas bajo en CEVAMEX 2015, mientras que el mayor
valor se obtuvo en CEVAMEX 2014. Esta variacion entre los promedios de ambientes confirma la
alta significancia obtenida entre ambientes para todas las variables, la cual se debi6 a las
variaciones ambientales existentes entre ellos y a sus diferentes efectos sobre los genotipos,
destac&ndose las diferentes condiciones de suelo, clima, humedad y manejo agronémico.
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Cuadro 1.5 Comportamiento medio de los ambientes de prueba para el rendimiento (kg ha) y otras variables. Ciclo Primavera —
Verano 2013, 2014 y 2015.

_ Rendimiento  FM FF P. H. LM peso de 200 D/MZ  Porcentaje

Ambiente GRA/HIL
(kg ha-l) (Dias) (Dias) (kg h|1) (cm) granos (cm) de Grano

Cuautitlan 2013 7340 a 79¢ 79b 714D 15a 80.7 a 30 ab 5.2 a 83.6¢C
CEVAMEX 2014 6825 ab 75 e 77 ¢ 76.4 a 14 b 68 b 29 bc 48b 86 a
Cuautitlan 2015 6367 ab 85a 87 a 724 Db 15a 49.7c 29 bc 44c 85.3ab
Cuautitlan 2014 6146 b 84 b 87 a 69.3¢c 15a 734D 3la 49b 84.1 hc
CEVAMEX 2015 6050 b 75¢€ 76 d 722D 14 b 80.9a 28 ¢ 5.2a 83.3¢c
CEVAMEX 2013 4198 ¢ 77d 79b 719b 14 b 53¢ 30 ab 44c 85.9 a
CEVAMEX 2015
cso 3595 ¢ 75¢e 76d 715b 13 ¢ 50.5¢c 30ab 44c 84 bc
D.M.S.H. (0.05) 998 1 1 1.7 1 5.8 2 0.2 1.6

*Medias con letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

FM: Floracion Masculina; FF: Floracion Femenina; P. H.: Peso Hectolitrico; LM: Longitud de Mazorca; kg ha*: kilogramos por

hectarea; cm: centimetros; GRA/HIL: Granos por hilera; D/MZ: Didmetro de mazorca.
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1.6 CONCLUSIONES

Los genotipos experimentales que utilizaron el macho restaurador de la fertilidad MIA44 R en
la conformacidn del hibrido final (IA446FXIA442F) X MIA44 R, (1A424FX1A249) X MIA44 R,
(IA442AECXIA249) X MIA44 R, y (IA424AECXIA249) X MIA44 R presentaron rendimientos
similares a los de los hibridos comerciales Tsiri Puma y H-50, que rindieron 6430 y 6397 kg ha,
respectivamente. Los niveles de productividad mostrados por los hibridos experimentales
apoyarian su liberacion comercial por su buena competitividad en relacién con los testigos. Para
esta linea macho restauradora de la fertilidad (M1A44 R), se confirmé su capacidad restauradora
de la fertilidad por completo en las cruzas donde participd, por lo que puede sefialarse que dicha

capacidad en esta linea es genéticamente estable.
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CAPITULO Il. ESTABILIDAD DEL RENDIMIENTO EN HIBRIDOS DE MAI{Z CON
RESTAURACION DE FERTILIDAD MASCULINA EN VALLES ALTOS

Canales Islas Enrique Inoscencio?, Espinosa Calderon Alejandro?, Garcia Zavala J. Jests!”,
Tadeo Robledo Margarita®, Silva Rojas Hilda Victorial, Benitez Riquelme Ignacio®, Gomez

Montiel Noel Orlando?, Sierra Macias Mauro®, Miranda Colin Salvador?
2.1 RESUMEN

La hibridacion en maiz (Zea mays L.) es importante para incrementar el rendimiento de grano. En
el Programa de Mejoramiento Genético de la FESC UNAM se identificd la linea MIA44R de la
raza Conico, con capacidad restauradora de la fertilidad en progenitores con androesterilidad.
MIA44R se usé como macho para formar seis hibridos trilineales androestériles y fértiles que
fueron evaluados con tres testigos comerciales (Tsiri Puma, H 50, H 51 AE), con el objetivo de
estudiar su interaccién genotipo x ambiente, su productividad, y la estabilidad del rendimiento de
grano. Los nueve genotipos se evaluaron en siete ambientes, definidos por localidad, ciclo de
cultivo y fecha de siembra, en el ciclo Primavera-Verano de 2013, 2014 y 2015 en las localidades
de Cuautitlan Izcalli y Texcoco de Mora, Estado de México. Se utilizaron los modelos
multivariados SREG y AMMI. El analisis de varianza del modelo AMMI detecto alta significancia
entre Genotipos y entre Ambientes para rendimiento, cuya media fue de 5798 kg ha*. De acuerdo
con los valores del CP1 en AMMI, los genotipos con mayor interaccion GE negativa fueron
(IA446F X 1A442F) X MIA44 R y (IA424AEC X 1A249) X MIA44 R; y los que tuvieron mayor
estabilidad y rendimiento fueron (IA424AEC X M18) X MIA44 R y el H-51 AE. EI modelo Biplot
GGE-SREG identifico a los genotipos Tsiri Puma, H-50, (I1A446F X 1A442F) X MIA44 R, y H-51
AE como estables y de mayor adaptacién en los ambientes de prueba.

1Genética y Produccion de Semillas. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados. 56230. Montecillo, Estado de México.
(enriquel784@yahoo.com.mx; zavala@colpos.mx; hsilva@colpos.mx; riquelme@colpos.mx; smiranda@colpos.mx).

2Campo Experimental Valle de México. INIFAP. Km 13.5 Carretera Los Reyes-Texcoco. 56250, Coatlinchan, Texcoco, Estado de
Meéxico, México. (espinoale@yahoo.com.mx).

SFacultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM. Carretera Cuautitlan-Teoloyucan, Km 2.5. Cuautitlan lzcalli, Estado de
Meéxico. (tadeorobledo@yahoo.com).

4Campo Experimental Iguala. INIFAP. Km 2.5 Carretera Iguala — Tuxpan. 40000. Iguala, Guerrero. (noelorlando19@hotmail.com).
5Campo Experimental Cotaxtla. INIFAP. Kildmetro 34.5 carretera Veracruz-Cérdoba, Municipio de Medellin, Ver.
(mauro_s55@hotmail.com).

*Autor para correspondencia (zavala@colpos.mx).
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Palabras clave: AMMI, estabilidad, hibridos trilineales, rendimiento, SREG, Zea mays.

STABILITY OF PERFORMANCE IN MAIZE HYBRIDS WITH RESTORATION OF
MALE FERTILITY IN HIGH VALLEYS

2.2 ABSTRACT

Hybridization in maize (Zea mays L.) is important to increase grain yield. In the Plant breeding
program of the FESC UNAM, the MI1A44R inbred line of the Conico race was identified with the
capacity to restore fertility as parental with male sterility. MIA44R was used as a male to form six
three-way andro-sterile and fertile hybrids that were evaluated in comparison to three commercial
checks (Tsiri Puma, H 50 and H 51 AE). The objective was to study their genotype x environment
interaction, their productivity, and the stability of the grain yield. The nine genotypes were
evaluated in seven environments, defined by location, crop maturity and date of sowing, in the
Spring-Summer season of 2013, 2014 and 2015 in the locations of Cuautitlan Izcalli and Texcoco
de Mora, State of Mexico. The SREG and AMMI multivariate models were used. The analysis of
variance of the AMMI model detected high significance between Genotypes and between
Environments for grain yield, whose mean was 5,798 kg ha™. According to the CP1 values in
AMMI, the genotypes with the highest negative GE interaction were (IA446F x 1A442F) x MI1A44
R and (IA424AEC x 1A249) x MIA44 R; and those that had greater stability and good performance
were (IA424AEC x M18) x MIA44 R and H-51 AE. The Biplot GGE-SREG model identified the
genotypes Tsiri Puma, H-50, (IA446F x 1A442F) x MIA44 R, and H-51 AE as stables and more

adaptable in the test environments.
Key words: Zea mays L., AMMI, stability, three-way hybrids, yield, SREG,.
2.3 INTRODUCCION

La posicion comercial de semilla de variedades mejoradas de maiz (Zea mays L.) en México
por parte de las instituciones de investigacion publica es limitada, considerando que las empresas
semilleras del sector privado controlan 82.5 % del total de la semilla de las variedades que se
ofertan en el mercado nacional, mientras que el restante 17.5 % de semilla de las variedades, son

generadas en las diferentes instituciones de investigacion publica del pais e institutos
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internacionales de investigacion, de acuerdo con cifras obtenidas del Catalogo Nacional de
Variedades Vegetales (CNVV) (SNICS — SAGARPA, 2018).

Para los Valles Altos de México se tienen registradas 27 variedades en el CNVV (SNICS —
SAGARPA, 2018), un numero limitado de variedades considerando que esta zona ecoldgica
comprende los estados de Hidalgo, Estado de México, Puebla, Tlaxcala y Ciudad de México, donde
se encuentran 1.5 millones de ha en altitudes de 2200 a 2600 m, de las cuales 800 mil ha se cultivan
en condiciones limitantes de secano, con lluvias tardias que limitan la fecha de siembra, y la
productividad del cultivo y su exposicion a la incidencia de heladas tempranas y granizadas (Avila
etal., 2009). Es pues necesario generar mas variedades de maiz para que el agricultor pueda escoger
la que méas se ajuste a las sus condiciones ambientales y econémicas, y se pueda satisfacer la
demanda de grano en la region. Por ello, las instituciones de investigacion pablica deben generar

variedades de maiz de menor costo que las que ofertan las empresas semilleras particulares.

Una etapa importante en la generacion de variedades e hibridos baratos de maiz es la evaluacion
del rendimiento de grano de materiales experimentales en diferentes ambientes de prueba. Los
hibridos trilineales de este trabajo, generados en conjunto por la UNAM e INIFAP, se identifican
porque tienen progenitores femeninos androestériles y progenitores masculinos que restauran la
fertilidad masculina (Tadeo et al., 2016; Tadeo et al., 2014), condiciones ampliamente utilizadas

en la hibridacion para la produccion de semilla mejorada (Schnable y Wise, 1998).

Con la finalidad de que una variedad mejorada cumpla con los niveles de calidad establecidos
por las reglas técnicas, es necesario garantizar la identidad de las variedades cuya semilla se
pretende calificar. Las condiciones que debe cumplir una variedad mejorada, la cual es sometida a
proceso de registro en el Catalogo Nacional de Variedades Mejoradas son: Distincion,
Homogeneidad, y Estabilidad (SNICS — SAGARPA, 2018).

El fitomejorador debe identificar los hibridos trilineales sobresalientes por la estabilidad de su
rendimiento y su adaptacion, evaluando estas propiedades en multi-ambientes para recomendar su
uso de manera comercial (Crossa et al., 2006). Becker (1981) y Becker y Leon (1988) indican que
un genotipo estable posee un rendimiento que no cambia, independientemente de cualquier
variacion de las condiciones ambientales en las que se desarrolle el individuo. Este genotipo estable

no muestra ninguna desviacion del nivel esperado del caracter, lo que significa que su variacién
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entre los ambientes es cero. Por su parte, la adaptacion en sentido amplio se refiere al mejor
comportamiento relativo de un genotipo en la mayoria de los ambientes de prueba; la adaptacion
en sentido especifico la muestra el genotipo con mejor comportamiento relativo en un determinado

ambiente de prueba (Cooper, 1999; Fuentes et al., 2005).

El estudio preciso de la interaccidn genotipo x ambiente (GE) permite definir genotipos estables
0 adaptados en los ambientes de prueba en funcion del rendimiento. La identificacion de genotipos
estables y superiores en estudios de campo es un desafio para los fitomejoradores por la presencia
de alta interaccion GE, y es que el rendimiento no se puede predecir e interpretar basandose solo

en los genotipos y en las medias ambientales (Edbon y Gauch, 2002).

Existen varios modelos para interpretar la interaccion GE, entre ellos el modelo AMMI (efectos
principales aditivos e interaccion multiplicativa), el cual es una herramienta efectiva cuando no se
cumple el supuesto de linealidad de la respuesta del genotipo a un cambio en el ambiente, y que
generalmente separa la interaccion GE de los componentes multiplicativos en los efectos
principales aditivos mediante analisis de componentes principales (Allard y Bradshaw, 1964; Zobel
et al., 1988; Yan y Hunt, 1998). Los principales propdsitos del analisis AMMI en los ensayos de
rendimiento son: (i) estudiar la interaccion genotipo x ambiente, incluir la delimitacion de
ambientes y seleccionar genotipos para explotar las adaptaciones en sentido especifico; y (ii)
aumentar la precision en la interpretacion de resultados, obtener la repetibilidad de las pruebas,

permitir la seleccidn de los mejores genotipos, y explicar ganancias genéticas (Gauch, 2013).

Otro método de analisis de la GE es el modelo GGE biplot, que se utiliza para el andlisis de
mega-ambientes (Samonte et al., 2005; Yan y Tinker, 2005), la evaluacién del genotipo (Malvar
etal., 2005), y la evaluacion del ambiente de prueba (Blanche y Myers, 2006). Estos aspectos hacen
del GGE biplot una herramienta popular completa en la genética cuantitativa y el fitomejoramiento.
Recientemente, el GGE biplot basado en el modelo de regresion en sitios (SREG) ha sido Gtil para
realizar fitomejoramiento, evaluando como los ambientes discriminan a los genotipos y qué tan
bien un ambiente representa otros ambientes en el analisis, que determinan el rendimiento medio
y la estabilidad (YYan y Kang, 2003; Crossa et al., 2004; Yan y Tinker, 2006).

Considerando lo anterior, y para identificar hibridos trilineales sobresalientes por la estabilidad

de su rendimiento y su adaptacién, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la Interaccion
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Genotipo por Ambiente y la estabilidad del rendimiento de grano en hibridos de maiz obtenidos
con esterilidad masculina y combinaciones con un progenitor que restaura la fertilidad masculina,
mediante dos modelos multivariados (SREG, y AMMI), asi como definir el modelo que mejor

describa la interaccion genotipo por ambiente.
2.4 MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron nueve genotipos que tuvieron su origen en la UNAM e INIFAP; de ellos H-50
(Espinosa et al., 2003), H-51 AE (Espinosa et al., 2012) y Tsiri Puma (Tadeo et al., 2016) son
hibridos de uso comercial y fueron usados como testigos; el primero es un hibrido de cruza doble
y los otros dos son trilineales; el resto de los genotipos son hibridos de maiz en fase experimental
(Cuadro 2.1). La linea macho MIA44R con capacidad restauradora de la fertilidad masculina,
participd en la conformacidn de diferentes hibridos trilineales en esta investigacion, ya que se cruzo

con el progenitor hembra cruza simple androestéril o androfértil.
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Cuadro 2.1 Material Genético, tipo de hibrido, procedencia y condicién de androesterilidad

de la cruza simple progenitora en la evaluacion de materiales para determinar la

estabilidad del rendimiento. Ciclo primavera verano. 2013, 2014, 2015.

CEVAMEX Yy FESC UNAM.

GENOTIPOS TIPO ORIGEN CONDICION
HIBRIDO CS AE/F

(1A446F X 1A442) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Fértil
(IA442AEC X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Androestéril
(IA424AEC X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Androestéril
(1A424F X 1A249) X MIA44 R Trilineal UNAM/INIFAP Fértil
(IA424AEC X M18) X MIA44 R Trilineal INIFAP/UNAM Androestéril
(1A424F X M18) X MIA44 R Trilineal INIFAP/UNAM Fértil

H 51 AE Trilineal INIFAP Androestéril
TSIRI PUMA Trilineal UNAM Androestéril
H 50 Doble INIFAP Fértil

R: Hibridos trilineales con fertilidad restaurada; AE: Androestéril; F: Fértil; CS: Cruza simple.

Los ambientes de prueba los definieron los diferentes ciclos de cultivo: 2013, 2014 y 2015 en
dos localidades de siembra: FES Cuautitlan UNAM (FESC-UNAM) y CEVAMEX. En la localidad
CEVAMEX, en el ciclo Primavera-Verano 2015, se establecié una segunda fecha de siembra,

obteniéndose finalmente un total de siete ambientes de prueba (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2 Ambientes de prueba y sus caracteristicas edafoclimaticas donde se evaluaron
nueve genotipos de maiz androestériles y fertilidad restaurada para determinar

su estabilidad de rendimiento.

Ambiente Localidad Ciclo Textura  Altitud Precipitacion Temperatura
o\ del suelo  (msnm) (mm) media (°C)

1 FESC-UNAM 2013 Arcillosa 2274 722.5 16

2 CEVAMEX 2013 Arenoso 2240 610.6 18.8
3 FESC-UNAM 2014  Arcillosa 2274 944.6 15.9
4 CEVAMEX 2014  Arenoso 2240 879.6 18.5
5 FESC-UNAM 2015 Arcillosa 2274 1066.1 16

6 CEVAMEX 2015 Arenoso 2240 770.1 19.2
7 CEVAMEX FS2 2015 Arenoso 2240 770.1 19.2

P-V: primavera-verano; msnm: metros sobre el nivel medio del mar; mm: milimetros; °C: grados

centigrados; FS2: Segunda fecha de siembra.

En cada ambiente, los genotipos se evaluaron en un disefio experimental de blogues completos
al azar con tres repeticiones, donde la unidad experimental fue de un surco de 5 m de longitud y

0.80 m entre surcos, con una densidad de poblacion de 60 000 plantas por hectarea™.

Los experimentos que se establecieron en la FESC-UNAM se manejaron bajo condiciones de
secano, mientras que en el CEVAMEX se manejaron con punta de riego. Para el control de malezas

se aplicd Gesaprim® (Atrazina) 2 kg/ha y Hierbamina® (2-4D amina) 2 L/ha.

En todas las unidades experimentales se estimo el rendimiento de grano utilizando la siguiente

férmula:

P.Cx%M.S+x%G.+xF.C.
8600

Rendimiento =
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Donde:

P. C.: Peso de campo de la totalidad de las mazorcas cosechadas de cada parcela expresado en
kilogramos; % M. S. = Porcentaje de materia seca, obtenidos de la muestra del grano de 5 mazorcas
cosechadas; % G. = Porcentaje de grano, se obtiene del cociente del peso de la muestra de cinco
mazorcas sin olote y el peso de la muestra de las 5 mazorcas con olote multiplicado por cien; F. C.
= Factor de conversion con el que se obtuvo rendimiento por hectarea, al dividir 10 000 m? / el
tamario de la parcela Gtil en m? (4 m?); 8600 = Es una constante para estimar el rendimiento con

una humedad comercial del 14 %; El resultado obtenido se expresa en kg ha™.

El andlisis de estabilidad del rendimiento de grano se realiz6 mediante el estudio de los
ambientes, los genotipos y la interaccion genotipo x ambiente (GE), siguiendo el procedimiento
del método AMMI y del método SREG.

El modelo de efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI) modela la
respuesta de los ambientes, los genotipos y la IGA. Se implement6 con las rutinas de programacion
AMMI descritas por Vargas y Crossa (2000) bajo el siguiente modelo matematico:

n
Yij=u +gi+ej+ Z Aoy 7 ik + Ej
k=1

Donde: Yij = rendimiento del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente; p = media general; J;
= efecto del i-ésimo genotipo; € j = efecto del j-ésimo ambiente; ﬂ»k = raiz cuadrada del vector
caracteristico del k-ésimo eje del ACP; & = calificacion del ACP para el k-ésimo eje del i-esimo
genotipo; 7 j = calificacion del ACP para el k-ésimo eje del j-ésimo ambiente; Eij = error.

Se realiz6 el analisis de varianza convencional para determinar los efectos de genotipos, de
ambientes, y de sus interacciones, mientras que el residual no aditivo (interaccién) fue analizado
en la parte multiplicativa del modelo mediante el analisis de componentes principales (ACP). Se
consideraron los dos primeros componentes principales para la explicacion de la interaccion
genotipo x ambiente. La significancia de los componentes principales se defini6 por la prueba de
Gollob (1968). La representacidn grafica se obtuvo mediante los Biplots AMMI1 y AMMI2 (Zobel
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et al., 1988; Yan et al., 2000), donde la mayor parte de la variacion deberia estar expresada en los
dos primeros componentes principales (CP1 y CP2), ya que el biplot es la representacion grafica

en dos ejes del comportamiento de una variedad en un ambiente particular (Kempton, 1984).

En el modelo de regresion de sitios (SREG) los términos lineales de genotipos no se consideran
individualmente, adicionandose al término multiplicativo de la interaccion GE. EI SREG es util
para la formacion de mega-ambientes y la agrupacion de ambientes con interaccion no opuesta, es
decir, ordenamiento sin cambio de genotipos en ambientes que conforman un grupo (Cornelius y
Crossa, 1999). Ademas, permite la representacion simultanea de la variabilidad de genotipos y
ambientes, basada en el analisis de componentes principales (Yan et al., 2000). En el procedimiento
de biplot GGE (Glaser, 2010; 2012) en SAS® (SAS Institute Inc., 2002) para graficar biplots GGE,
la variacion fenotipica observada de los genotipos en todos los ambientes estd compuesta por la
variacion ambiental, la variacion de genotipo y la interaccion GE (Yan et al., 2007). La definicion

matematica del modelo SREG es:

Vi= p+ 6 + Xkt Aoyry + &i
Donde: Yij. = es la media del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente; 1 = es la media general; 6=
es el efecto del ambiente; A, (A1> A2 >... >t) son constantes que se van incrementando (valores

singulares) que siguen la imposicion de restricciones de ortonormalidad en los vectores de cada

1k

uno de los genotipos, a* = al¥ ..., 0%) y ambientes, Yjk = (Yjk..., Yek), tal como YiaZ, = Yjyva =1,

Y i Q@i =2 YjkVjke = 0,parak #k'; ay and yj para k= 1, 2, 3,... son llamados
“primarios”, “secundarios”, “terciarios”, etc., efectos de genotipos y ambientes, respectivamente;
&ij= es el residual de error, asumiendo que es cero (0, 6%/r) (donde o° es la varianza del error
conjunto y r es el nimero de repeticiones. Los cuadrados minimos de los parametros
multiplicativos (bilineales) en el término k se obtuvieron como el componente k de las desviaciones
de la parte aditiva (lineal) del modelo (Yan et al., 2007). Se traz6 el diagrama de dispersion con
poligono y mega-ambientes y la grafica de comparacién de genotipos (Yan y Tinkler, 2006).

Los procedimientos y analisis estadisticos se realizaron con ayuda del programa SAS® version
9.1 (SAS Institute Inc., 2002).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza del modelo AMMI para rendimiento de grano detectd diferencias
altamente significativas (P < 0.01) entre ambientes y entre genotipos, mientras que la interaccion
genotipo X ambiente no tuvo significancia estadistica (Cuadro 2.3). El coeficiente de variacion fue
de 23.4 %, un valor aceptable por las condiciones en que se condujo la investigacion. La diferencia
entre ambientes para rendimiento se debid a las diferentes condiciones climaticas, hidricas, y
edaficas de cada localidad donde se establecieron los experimentos. La alta significancia entre
genotipos es debida a la diferente conformacion genética de los hibridos trilineales experimentales
y testigos comerciales. La ausencia de significancia en la interaccion genotipo x ambiente (GE)
indica que estadisticamente no hubo una respuesta diferencial del rendimiento de los genotipos a

través de los diferentes ambientes de prueba.

La aportacion total a la suma de cuadrados por parte del factor ambiental fue de 43.5 %, los
efectos genotipicos aportaron 8.9 %, y la interaccion GE contribuy6 con 13.5 % de la variacion
total. Resultados similares por los altos porcentajes de los factores ambientales, y los bajos
porcentajes en los factores genéticos y de interaccion GE se consideran consistentes con lo
reportado por Badu-Apraku et al. (2003), Sabaghnia et al. (2008), Mohammadi et al. (2009),
Ramburan et al., (2011), Shim et al. (2015), y Vélez-Torres et al. (2018). Sin embargo, en esta
investigacion, la contribucion de la interaccion GE en el porcentaje de la suma de cuadrados fue

inferior a lo que han informado otros investigadores (Alejos et al., 2006; Palemoén et al., 2012).

El modelo AMMI realiza una descomposicion de la interaccion GE en los componentes
principales que sean necesarios, segun las condiciones de cada estudio. Dentro de la interaccion,
de acuerdo con la prueba de Gollob (1968), los efectos del componente principal uno (CP1)
resultaron altamente significativos (P < 0.01). Este componente principal explico el 59 % de la
variacion total de la interaccion GE, mientras que en el segundo componente principal (CP2) no
hubo significancia y explico el 24.3 %, aportando en conjunto los dos primeros componentes
principales un total de 83.3 % para la explicacién de la interaccién GE, siendo esta mayor del 60

%, se determina que la aplicacion del modelo AMMI fue efectivo (Zobel et al., 1988).
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Cuadro 2.3 Andlisis de varianza AMMI para rendimiento de grano de nueve hibridos

evaluados en siete ambientes FESC-UNAM y Santa Lucia INIFAP, Primavera —
Verano 2013, 2014 y 2015.

Fuente de Variacion GL SC CM % SC

Bloques(Ambientes) 14 65282589.8 4663042.1 0.7

Ambientes 6 298556210.8 49759368.5 ** 43.5

Genotipos 8 61139334.1 7642416.8** 8.9

Interaccion GE 48 92299547.4 1922907.2 13.5°
CP1 13 54422096.6 4186315.1 ** 597
CP2 11 22400165.8 2036378.7 24,37
CP3 9 6866469.9 762941.1 7.4

Error 124 169039244 1509279 24.67

Total 188 686316926.1

CV (%) 23.4

Promedio 5798.3  kghat

GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; % SC: porcentaje de la

suma de cuadrados; CPI: componente principal 1; CP2: componente principal 2; CP3: componente

principal 3; CV: coeficiente de variacion; kg ha*: kilogramos por hectarea; : respecto de la SC del

total; 7': respecto de la SC de la interaccion genotipo x ambiente; *: P < 0.05; **: P < 0.01.

En el Cuadro 2.4 se presentan los valores medios de rendimiento para los genotipos y de los

ambientes de prueba, ademas de las coordenadas del CP1y el CP2. La variacion de los valores del

CP1 fueron de -5.7 a 43.2, mientras que para el CP2 la variacién fue de -4 a 28.2. El genotipo que

presento los valores mas bajos en el CP1 'y CP2 fue el hibrido trilineal con fertilidad restaurada
(IA424AEC X 1A249) X MIA44 R, con -5.7 y -4.0, respectivamente. ElI ambiente que tuvo el
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mayor valor en el CP1 fue el de CEVAMEX 2014, con 50.1; en el CP2 el ambiente con mayor
valor fue el de CEVAMEX 2015 en la segunda fecha de siembra.

Cuadro 2.4 Rendimiento medio en kg ha?, y valores de los dos primeros componentes

principales para los nueve genotipos y los siete ambientes de prueba.

Genotipo Media CP1 CP2 Ambiente Media CP1 CP2
kg ha't kg hat

(IA446F X IA442F) X MIA44 R 6378 43.2 -24.6 FU 13 7340 -21.5 -19.3

TSIRI PUMA 6462 15.7 16.2 CE 13 4198 -13.6  0.75

H-50 6451 172 28.2 FU 14 6146 226 141

(IA442AEC X 1A249) X MIA44 R 5911 -24.4 -26.0 CE 14 6825 50.1 -3.9

(IA424AEC X 1A249) X MIA44 R 5710 -25.2 8.1 FU 15 6367 -48 -17.2

(1A424F X 1A249) X MIA44 R 6036 -158 -85 CE 15 6050 -129 -148

(IA424AEC X M18) X MIA44 R 4874 5.7 -4.0 CE 15FS2 3663 -19 404

(1A424F X M18) X MIA44 R 5102 -15.2 14.8

H-51 AE 5259 10.2 -4.1

MEDIA GENERAL 5798

CPI: componente principal 1; CP2: componente principal 2; kg ha*: kilogramos por hectarea; FU:
FESC-UNAM; CE: CEVAMEX; 13: ciclo primavera-verano 2013; 14: ciclo primavera-verano
2014; ciclo primavera-verano 2015; FS2: segunda fecha de siembra.
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En la Figura 3 se presenta el biplot AMMIL, el cual est4 disefiado considerando los efectos
principales (valores de las medias de genotipos y ambientes) en la abscisa, y el efecto de interaccion
(estabilidad), los valores del CP1, en la ordenada (Zobel et al., 1988; Yang et al., 2001). Los
genotipos que tuvieron valores absolutos bajos en el CP1, de baja interaccion con el ambiente
fueron el (IA424AEC X M18) X MIA44 R, con -5.7, H-51 AE con 10.2, y (IA424F X M18) X
MIA44 R con -15.2, que presentaron valores del CP1 més cercanos a cero y tuvieron ligeros efectos
de interaccion, por lo que se consideraron los méas estables a través de ambientes (Zobel et al.,
1988, Medina et al., 2002; Alejos et al., 2006; Palemon et al., 2012).

El hibrido con mejor rendimiento fue el testigo comercial Tsiri Puma de la UNAM con 6462 kg
ha, seguido del H-50 con 6451 kg ha, y el (I1A446F X 1A442F) X MIA44 R con 6378 kg ha?, y
fueron los més alejados de la media general en el andlisis. En la Figura 1, se pudo identificar que
el hibrido trinileal (IA446F X 1A442F) X MIA44 R se encuentra méas alejado del eje de las
ordenadas, su valor de CP1 fue de 43.2, e interacciona de forma negativa con el ambiente. EI mismo
caso ocurrio con los hibridos trilineales con fertilidad restaurada (1A442AEC X 1A249) X MIA44
Ry (IA4A24AEC X 1A249) X MIA44 R, con -25.2 y -24.4, respectivamente. Sus medias de

rendimiento a traves de ambientes fueron inferiores a la media general de esta investigacion.

Los ambientes con mejor comportamiento, considerando sus valores absolutos del CP1, fueron
FESC-UNAM 2015 con -4.8, y CEVAMEX 2013 con -13.6. El ambiente con el mejor rendimiento
fue FESC-UNAM 2013 con 7340 kg ha'*, seguido por CEVAMEX 2014 con 6825 kg ha*, y FESC-
UNAM 2015 con 6367 kg ha. Los rendimientos mas bajos se presentaron en CEVAMEX 2015
en la segunda fecha de siembra con 3663 kg hay en CEVAMEX 2013 con 4198 kg ha. El bajo
rendimiento en CEVAMEX 2015 pudo deberse a que se sembrd en una fecha tardia, afectando esto
el llenado de grano en las mazorcas. Las mejores condiciones edaficas ocurrieron en el ambiente
de la FESC-UNAM, en comparacion con el CEVAMEX. En el ciclo agricola primavera verano
2014, el mejor rendimiento lo produjo CEVAMEX. Al respecto, los resultados obtenidos por Kang
(1993) y Vélez-Torres et al. (2018) coinciden con los de esta investigacion, y sefialan que los
genotipos evaluados en diferentes localidades o afios frecuentemente tienen fluctuaciones en
rendimiento debido a la respuesta del genotipo a efectos ambientales, como la fertilidad del suelo

0 la presencia de estreses ambientales bioticos y abidticos.
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Figura 3. Biplot del CP1 en funcién del rendimiento promedio de nueve hibridos de maiz
evaluados en siete ambientes. FESC-UNAM y CEVAMEX INIFAP, Primavera —
Verano 2013, 2014 y 2015. FU: Ambiente FESC-UNAM; CE: Ambiente
CEVAMEX; CP1: componente principal 1.

Los hibridos H-50 y Tsiri Puma presentaron mejor adaptacion en el ambiente de la FESC-
UNAM 2014; los hibridos H-51 AE vy el hibrido experimental (1A446F X IA442F) X MIA44 R
presentaron mejor adaptacion en el ambiente de CEVAMEX 2014; el hibrido experimental
(IA442AEC X 1A249) X MIA44 R presentd una amplia adaptacion en los ambientes CEVAMEX
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2015, FESC-UNAM 2013, y FESC-UNAM 2015; los hibridos experimentales (I1A424AEC X
M18) X MIA44 R, y (IA424F X M18) X MIA44 R tuvieron mejor adaptacion en los ambientes
CEVAMEX 2013, FESC-UNAM 2013, y CEVAMEX 2015; los hibridos experimentales (1A424F
X M18) X MIA44 R y (IA424AEC X 1A249) X MIA44 R tuvieron mejor adaptacion en el mejor
ambiente de prueba CEVAMEX 2013, y de igual manera en el ambiente con las peores condiciones
de productividad CEVAMEX 2015 en la segunda fecha de siembra, respuesta que podria tener
explicacion en que la linea M18 desciende del llamado maiz latente, que confiere cierta rusticidad

a los hibridos en los que participa (Espinosa et al., 2003).

De los genotipos evaluados, el méas estable fue el hibrido experimental (IA424F X M18) X
MIA44 R, por cercania al origen del biplot AMM12, sequido del testigo comercial H-51 AE, lo
que se explicaria por la participacion de la linea M18, como se sefiala en otros trabajos (Espinosa
etal., 2003). El ambiente que mejor discriminé a los genotipos fue CEVAMEX 2015 en la segunda
fecha de siembra, ya que la longitud del vector, desde origen al punto donde se ubica por sus valores

de los componentes principales CP1 y CP2, indican la magnitud de su varianza (Figura 4).

En la Figura 4 el biplot GGE-SREG forma un poligono, el cual es una visualizacion
bidimensional del rendimiento y la estabilidad basada en los valores del CP1 y CP2 (Samonte et
al., 2005; Yan et al., 2001). EI CP1 y CP2 representaron el 83.23 % de la interaccion GE, de los
cuales, el CP1 representd 58.96 % y el CP2 24.27 %. Por lo tanto, el modelo biplot de GGE explico

un porcentaje considerable de la variabilidad, permitiendo realizar deducciones significativas.
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Figura 4. Biplot AMMI para nueve hibridos evaluados en siete ambientes. FESC-UNAM y
CEVAMEX INIFAP, Primavera —Verano 2013, 2014 y 2015. FU: Ambiente FESC-
UNAM; CE: Ambiente CEVAMEX; CP1l: componente principal 1; CP2:

componente principal 2.

Los genotipos y entornos produjeron seis sectores en el biplot por las lineas trazadas desde el
origen y perpendiculares a cada lado del poligono (Figura 5, lineas discontinuas de color negro).
El método GGE biplot SREG identifico tres mega-ambientes, ordenados en funcién del potencial
productivo de cada uno, definidos por la localidad y el afio de cultivo. EI primer mega-ambiente
tuvo los ambientes FESC-UNAM 2014 (3) y CEVAMEX 2014 (4), e incluy6 a los hibridos H-50,
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Tsiri Puma, (IA446F X 1A442F) X MIA44 R y el H-51 AE. El segundo mega-ambiente fueron los
ambientes de CEVAMEX 2013 (2), FESC-UNAM 2014 (5), y CEVAMEX 2014 (6), los cuales
tuvieron los vectores mas cortos, y por tanto la magnitud de sus varianzas fue menor que en los
otros ambientes de prueba, ademas los genotipos tuvieron un buen potencial de rendimiento y la
media de los tres ambientes fue muy similar. En el tercer mega-ambiente estuvieron FESC-UNAM
2013 (1) y CEVAMEX 2015 (7) en la segunda fecha de siembra, los cuales presentaron el mayor
y menor potencial de rendimiento, respectivamente. EI mega-ambiente que incluye los ambientes
de la FESC-UNAM 2013 (1) y CEVAMEX 2015 (7) en la segunda fecha de siembra, por la
longitud de sus vectores fuera del poligono, y que no agrupan algn genotipo en el biplot, mostraron
los niveles més altos de interacciones GE, lo que también fue observado en el Método AMMI, pero
solo en el ambiente de CEVAMEX 2015 (7) en la segunda fecha de siembra.

El biplot GGE ubica a los genotipos en términos de adaptabilidad, de acuerdo con las
estimaciones de los valores de CP1, y la estabilidad la definen los valores del CP2. Es asi que los
genotipos productivos y estables deben mostrar valores altos para el CP1, pero valores cercanos a
cero para CP2. Los hibridos H-50, Tsiri Puma, y (I1A446F X 1A442F) X MIA44 R de acuerdo con
los modelos AMMI y GGE biplot SREG presentaron el mismo nivel de correspondencia en cuanto
a su adaptacion especifica a los ambientes FESC-UNAM 2014 (3) y CEVAMEX 2014 (4). De
igual manera, se identificd al ambiente FESC-UNAM como el mas adecuado para definir a los

genotipos mas productivos y estables, debido a que tuvieron valores altos de CP1 y CP2.

Bajo AMMI2, los hibridos H-50, Tsiri Puma, (IA446F X 1A442F) X MIA44 R serian
considerados como inestables por su lejania con el origen, pero el método GGE biplot SREG indicé
que son estables, con excepcion de H-51AE que se identific6 como estable y con adaptacion
especifica en ambos métodos. Los genotipos ubicados en los vértices, (IA424AEC X M18) X
MIA44 R, (1IA424F X M18) X MIA44 R, (IA424AEC X 1A249) X MIA44 R, (IA442AEC X
1A249) X MIA44 R, y (IA424AEC X M18) X MIA44 R, mostraron rendimientos superiores a la
media nacional, pero no fueron los mejores en este trabajo debido a que se alejaron de los vectores
de los ambientes, reflejando una baja adaptabilidad en los siete ambientes de prueba. El biplot
AMMI2 identifico al hibrido con fertilidad restaurada (I1A424AEC X M18) X MIA44 R y al H-
51AE como los maés estables por su cercania al origen y sus valores bajos de CP1, pero su

rendimiento fue bajo y su media a través de ambientes fue inferior a la media general.
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2.6 CONCLUSIONES

Los genotipos con menores efectos de interaccion GE y que se consideraron los més estables
por el método AMM I fueron el hibrido con fertilidad restaurada (I1A424AEC X M18) X MIA44 R
y el H-51 AE, con rendimientos inferiores a la media general del estudio, pero mayores a la media
nacional (3 600 hg ha). El mejor ambiente de prueba para este modelo fue FESC-UNAM 2015
por sus bajos valores de CP1, y su rendimiento medio mayor a la media general de la investigacion.

El modelo SREG identificé a los hibridos H-50, Tsiri Puma, (1A446F X 1A442F) X MIA44 R,
y H-51 AE como los més estables y con adaptacion especifica en los ambientes FESC-UNAM
2014 (3) y CEVAMEX 2014 (4), los cuales conformaron de manera espacial en el GGE biplot

SREG, el mega-ambiente méas grande en este analisis.

Ambos modelos son complementarios para el estudio de la interaccion GE y la determinacién
de genotipos estables, pues ambos presentan herramientas sencillas para poder interpretar de una
manera eficiente la interaccion de los genotipos en los ambientes de prueba. EI modelo AMMI es
mas eficiente para explicar la interaccion GE, y para definir a los genotipos estables. EI modelo
SREG hace un agrupamiento en mega-ambientes de los ambientes de prueba, lo cual facilita definir

los genotipos con adaptacidn en ambientes especificos.
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Figura 5. Biplot GGE-SREG para nueve hibridos evaluados en siete ambientes. FESC-
UNAM y CEVAMEX INIFAP, Primavera — Verano 2013, 2014 y 2015. 1: FESC-
UNAM 2013; 2: CEVAMEX 2013; 3: FESC-UNAM 2014; 4: CEVAMEX 2014; 5:
FESC-UNAM 2015; 6: CEVAMEX 2015; 7: CEVAMEX 2015 Segunda fecha de

siembra. CP1: componente principal 1; CP2: componente principal 2.
2.7 AGRADECIMIENTOS

Este trabajo es parte del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnologica PAPIIT: 1T201618, UNAM, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM.
Carretera Cuautitlan - Teoloyucan, km 2.5. Cuautitlan lzcalli, Estado de México. CP. 54714. AP.
25. Tel. 01 55 56231971.

48



2.8 LITERATURA CITADA

Alejos, G., Monasterio, P., y Rea, R. 2006. Analisis de la interaccion genotipo-ambiente para el
rendimiento de maiz en la region maicera del estado de Yaracuy, Venezuela. Agronomia Tropical.
56(3):369-384.

Allard, R. W. and A. D. Bradshaw. 1964. Implications of genotype environment interactions in
applied plant breeding. Crop Science. 4: 503-507.

Avila, M., J. Arellano, J. Virgen, y J. Gamez. 2009. ‘H-52", hibrido de maiz para Valles Altos de
la Mesa Central de México. Agric. Téc. Méx. 35: 237-240.

Badu-Apraku, B., A Menkir, S. O. Ajala, R. O. Akinwale, M. Oyekunle, and K. Obeng-Antwi.
2010. Performance of tropical early-maturing maize cultivars in multiple stress environments.
Canadian Journal Plant Science. 90: 831-852.

Becker, H. C. 198l: Correlations among some statistical measures of phenotypic stability.
Euphytica. 30, 835—S4C.

Becker, H. C., and J. Leon. 1988. Stability analysis in plant breeding. Plant breeding. 101: 1-23.
Blanche, S. B., and G. O. Myers. 2006. Identifying discriminating location for cultivar selection in
Lousiana. Crop Science 4:946-949.

Cooper, M. P. 1999. Genotype x environment interactions, selection response and heterosis. In:
Coors, J. G. and Pandey, S. (Eds.). The genetics and explotation of heterosis In: Crops. Crop
science society of America. CIMMYT. Madison, Wisconsin, USA. 81-92 pp.

Cornelius, P. L., and J. Crossa. 1999. Prediction assessment of shrinkage estimators of
multiplicative models for multienvironment cultivar trials. Crop Science. 99: 998-1009.

Crossa, J., J. Burguefio, P. L. Cornelius, G. Mclaren, R. Trethowan, and Krishnamachari. 2006.
Modeling genotype x environment interaction using additive genetic covariances of relatives for
predicting breeding values of wheat genotypes. Crop Science. 46: 1722-1733.

Crossa, J., Y. Rong-Cai, and P. L. Cornelius. 2004. Studying crossover genotype x environment
interaction using linear-bilinear models and mixed models. JABES. 9: 362-380.

Eeuwijk, F. V. 2006. Genotype by environment interaction. Basics and beyond. In: Lamkey, K. R.
and Lee, M. (Eds.). Plant breeding: the Arnel H. International Symposium. México. 155-170 pp.

49



Edbon, J. S., and H. G. Gauch. Jr. 2002. Additive main effect and multiplicative interaction analysis
of national turfgrass performance trials: I. Interpretation of genotype x environment interaction.
Crop Science.42, 489-469.

Espinosa C., A., M. Tadeo R., J. Lothrop, S. Azpiroz R., C. Tuty C., Y. Salinas M. 2003. H-50
hibrido de maiz de temporal para los Valles Altos de México (2200 a 2600 msnm). Agricultura
Técnica en México. 29: 89-92.

Espinosa-Calderén, A. M. Tadeo-Robledo, M. Sierra-Macias, F. Caballero-Hernandez, R.
Valdivia-Bernal, y N. O. Gbmez-Montiel. 2010. Despanojado y densidad de poblacion en una cruza
simple androestéril y fértil de maiz. Agronomia Mesoamericana, 1: 159-165.

Espinosa C. A., M. Tadeo R., J. Virgen V., I. Rojas M., N. Gomez M., M. Sierra M., A. Palafox
C., G. Vazquez C., F. A. Rodriguez M., B. Zamudio G., I. Arteaga E., E. I. Canales I., B. Martinez
Y. y R. Valdivia B. (2012) ‘H- 51 AE’, hibrido de maiz para 4reas de humedad residual, buen
temporal y riego en Valles Altos centrales de México. Revista Fitotecnia Mexicana. 35:347-349.
Fuentes, L. M., y Quemé, W. R. 2005. Evaluacion de hibridos de maiz de gano amarillo y blanco
en diferentes ambientes de México y Centro América. Informe del PCCMA Guatemala. Abril 2005.
Gauch, H. G. Jr. 2013. A simple protocol for AMMI analysis of yield trials. Crop Science. 53:
1860-1869.

Glasser, A. 2010. The use of biplots in statistical analysis: with examples in GenStat. European
GenStat and ASRmI applied statistics conference, 14 july 2010, Hemel Hempstead.

Glasser, A. 2012. GGe biplot procedure, GenStat for Windows introduction, 15th edition.VSN
International, Hemel Hempstead.

Gollob, H. F. 1968. A statistical model which combines features of factor analytic and analysis of
variance techniques. Psychometrika. 33:73-115.

Kang, M. S. 1993. Simultaneous selection for yield and stability in crop performance trials:
consequences for growers. Agronomy Journal. 85:754-757.

Kempton, R. 1984. The use of biplots in interpreting variety by environment interactions. The
Journal of Agricultural Science. 103:123 - 135.

Malvar, R. A., O. Revilla, A. Butron, B Gouesnard, A. Boyat, P. Soengas, A. Alvarez, and A.
Ordes. 2005. Performance of crosses among French and Spanish maize populations across

environments. Crop Science. 45:1052-1057.

50



Medina, S. C., V. Marin, A. Segovia, Z. Bejarano, R. A. Venero, y E. Meléndez. 2002. Evaluacion
de la estabilidad del rendimiento de variedades de maiz en siete localidades de Venezuela.
Agronomia Tropical. 52:255-275.

Mohammadi, R., A. Amri, R. Haghparast, D. Sadeghzadeh, M. Armion, and B. M. Ahmadi M.
2009. Pattern analysis of genotype by environment interaction for grain yield in durum wheat. The
Journal Agricultural Science. 147: 537-545.

Palemon, A. F., N.O. Gébmez M., F. Castillo G., P. Ramirez V., J. D. Molina G., y S. Miranda C.
2012. Estabilidad de cruzas intervarietales de maiz (Zea mays L.) para la region semicalida de
Guerrero. Agrociencia. 46. 133-145.

Ramburan, S., M. Zhou, and M. Labuschagne. 2011. Interpretation of genotype x environment
interactions of sugarcane: Identifying significant environmental factors. Field Crops Research.
124: 392-399.

Shim, K. B, S. H. Hyu, J. Y. Shon, S. G. Kang, W. H. Yang, and S. G. Heu. 2015. Interpretation
of genotype * environment interaction of sesame yield using GGE biplot analysis. Korean Journal
Crop Science. 60: 349-354.

Sabaghnia, N., S.H. Sabaghpour, and H. Dehghani. 2008. The use of an AMMI model and its
parameters to analyze yield stability in multi-environment trials. The Journal Agricultural Science.
146: 571-581.

Samonte S., O. P. B., L. T. Wilson, A. M. Chang, and J. C. Medley. 2005. Targeting cultivars onto
rice growing environment using AMMI and SREG GGE biplot analysis. Crop Science. 45:2414-
2424,

SAS Institute Inc. 2002. User’s Guide of SAS (Statistical Analysis System). SAS Institute Inc.
Cary, N. C. USA. 550 p.

Schnable, P. S., and R. P. Wise. 1998. The molecular basis of cytoplasmic male sterility and fertility
restoration. Trends in plant science, 3(5):175-180, 1998.

Tadeo R., M., A. Espinosa C., J. J. Garcia Z., R. Lobato O., N. O. Gmez M., M. Sierra M., R.
Valdivia B., B. Zamudio G., B. Martinez Y., C. Lépez L., K. Y. Mora G., E. I. Canales I., A. L.
Céardenas M., J. Zaragoza E., H. J. Alcantar L. (2016). Tsiri Puma, hibrido de maiz para valles altos
con esquema de androesterilidad para produccién de semillas. Revista Fitotecnia Mexicana. 39:
331-333.

51



Tadeo-Robledo, M., A. Espinosa-Calderén, A. Turrent-Fernandez, B. Zamudio-Gonzalez, M.
Sierra-Macias, N. Gomez-Montiel, R. Valdivia-Bernal, y J. Virgen-Vargas. 2014. Rendimiento de
hibridos androesteériles y fértiles de maiz en dos localidades en Valles Altos de México. Revista
Mexicana de Ciencias Agricolas. 5: 883-891.

Vargas, M. y J. Crossa, 2000. The AMMI Analysis and Graphing the Biplot. Biometrics and
Statistical Unit, CIMMYT. México. 42 p.

Vélez-Torres, M., J. J. Garcia-Zavala, R. Lobato-Ortiz, I. Benitez-Riquelme, J. J. Lopez-Reynoso,
J. A. Mejia-Contreras, G. Esquivel-Esquivel. 2018. Estabilidad del rendimiento de cruzas dialélicas
entre lineas de maiz de alta y baja aptitud combinatoria general. Revista Fitotecnia Mexicana. 41:
167 — 175.

Yan, W.and L. A. Hunt. 1998. Genotype by environment interaction and crop yield. Plant Breeding
Review. 16: 135-178.

Yan, W.; A. Hunt; Q. Sheng and Z. Szlavnics. 2000. Cultivar evaluation and mega-environment
investigation based on the GGE biplot. Crop Science. 40: 597-605.

Yan W., P. L. Cornelius, J. Crossa and L. A. Hunt. 2001. Two types of GGE biplots for analyzing
multi-environment trial data. Crop Science. 41:656-663.

Yan, W. y M. S. Kang. 2003. GGE biplot analysis: A graphical tool for breeders, geneticists, and
agronomists. CRC Press, Boca Raton, Florida.

Yan, W.y N. A. Tinker. 2005. An integrated system of biplot analysis for displaying, interpreting,
and exploring genotype-by-environment. Crop Science. 45:1004-1016.

Yan, W. y N. A. Tinker. 2006. Biplot analysis of multi-environment trial data; principles and
application. Canadian Journal of Plant Science. 86: 623-645.

Yan, W., M. S. Kang, B. Ma, S. Woods, P. L. Cornelius. 2007. GGE biplots versus AMMI analysis
of genotype-by-enviroment data. Crop Science. 47: 643-655.

Zobel, R. W., M. J. Wright, y H. G. Gauch. 1988. Statistical analysis of a yield trial. Agronomy
Journal. 80: 388-393.

SIAP — SAGARPA. 2018. https://www.gob.mx/siap

SNICS — SAGARPA. 2018. https://www.gob.mx/snics

52


https://www.gob.mx/siap
https://www.gob.mx/snics

CAPITULO Ill. PRODUCTIVIDAD Y ESTABILIDAD DE NUEVOS HIBRIDOS DE
MAIZ CON ESQUEMA DE ANDROESTERILIDAD Y FERTILIDAD RESTAURADA
DE LA UNAM E INIFAP PARA VALLES ALTOS

3.1 RESUMEN.

La androesterilidad y el uso de progenitores con capacidad de restauracion de la fertilidad
masculina en la produccién de semilla hibrida de maiz (Zea mays L.) es esencial para mantener la
calidad genética de la semilla mejorada. Estas herramientas ya son conocidas en el
fitomejoramiento por las empresas Pioneer y Monsanto, pues el 80% de las variedades que generan
es utilizando progenitores androestériles y con capacidad restauradora de la fertilidad masculina.
De ahi la importancia del mejoramiento genético realizado por instituciones de investigacion
publica como la UNAM e INIFAP, utilizando sus fuentes de androestrilidad y de restauracion de
la fertilidad masculina, para la formacion de variedades mejoradas que satisfagan las necesidades
en la produccion de grano de maiz de los agricultores de los Valles Altos de México. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la productividad y la estabilidad del rendimiento de grano de
nuevos hibridos de maiz con esquema de androesterilidad y fertilidad restaurada de la UNAM e
INIFAP en los Valles Altos de México. Se evaluaron veintidos genotipos en el ciclo primavera-
verano de 2016, en el estado de México: FES Cuautitlan UNAM y CEVAMEX INIFAP, en esta
segunda localidad, con dos fechas de siembra. Se us6 un disefio experimental de bloques completos
al azar con tres repeticiones. Los datos de rendimiento y otras variables se analizaron en forma
factorial, considerando ambientes, bloques, genotipos y sus interacciones como fuentes de
variacion. El analisis de varianza combinado detect6 diferencias altamente significativas entre
ambientes y entre genotipos para todas las variables. Para rendimiento se tuvo un coeficiente de
variacion de 19.2% y una media general de 7810 kg ha’. La interaccion Genotipo x Ambiente
resultd significativa para rendimiento, y altamente significativa para las variables floracién
masculina y floracion femenina. La comparacion de medias entre ambientes indico que en FESC-
UNAM, se tuvo el mejor rendimiento con 9309 kg ha, mientras que entre genotipos el hibrido
que expresd mayor rendimiento fue CSRMXMIA46 con 10085 kg ha*, seguido de ATZIRI
PUMA, con 10028 kg ha, los cuales son hibridos con fertilidad restaurada que superaron a los
testigos comerciales, lo que sefiala perspectivas favorables de uso comercial. El ambiente de FESC-
UNAM tuvo mayor productividad, en comparacion con la localidad CEVAMEX, INIFAP en sus

dos fechas de siembra. Los genotipos con menores efectos de interaccion GE por sus valores del
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componente principal 1 fueron el Tlaoli Puma 4, Atziri Puma y CSRM X MIA46. El hibrido que
se considerd mas estable por el método AMMI fue el hibrido con fertilidad restaurada Tlaoli Puma
4,

Palabras clave: Zea mays L., androesterilidad, AMMI, estabilidad, rendimiento, restauracion de

la fertilidad masculina.

PRODUCTIVITY AND STABILITY OF NEW MAIZE HYBRIDS WITH SCHEME OF
ANDROESTERILIDAD AND RESTORED FERTILITY OF THE UNAM AND INIFAP
FOR HIGH VALLEYS

3.2 ABSTRACT

The male sterility and the use of progenitors with the capacity to restore male fertility in the
production of hybrid maize seed (Zea mays L.) is essential to maintain the genetic quality of the
improved seed. These tools in plant breeding is already known by the companies Pioneer and
Monsanto, as 80% of the varieties they generate use male sterile progenitors with the capacity to
restore male fertility. Hence the importance of genetic improvement carried out by public research
institutions, such as UNAM and INIFAP, by using their own sources of andro-sterility and
restoration of male fertility for the formation of improved varieties that meet the needs in the
production of maize grain for the farmers of the High Valleys of Mexico. The objective of this
research was to evaluate the productivity and stability of the grain yield of new maize hybrids with
restored fertility and fertility scheme of the UNAM and INIFAP in the High Valleys of Mexico.
Twenty-two genotypes were evaluated in the spring-summer season of 2016, in the state of Mexico:
FES Cuautitlan UNAM and CEVAMEX INIFAP, in this second location, with two sowing dates.
A randomized complete block design with three replications was used. Grain yield data and other
traits were analyzed in a factorial way, considering environments, blocks, genotypes and their
interactions as sources of variation. The combined analysis of variance detected highly significant
differences between environments and between genotypes for all traits. For grain yield there was a
coefficient of variation of 19.2% and a general average of 7,810 kg hal. The Genotype x
Environment interaction was significant for grain yield, and highly significant for the variables of
pollen-shed and silking days. Mean comparisons between environments indicated that in FESC-
UNAM, the best grain yield was obtained with 9,309 kg ha, while among genotypes the hybrid
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that expressed the highest grain yield was CSRMXMIA46 with 10,085 kg ha, followed by
ATZIRI PUMA, with 10,028 kg ha™, which are hybrids with restored fertility that surpassed
commercial checks, indicating they are favorable prospects for commercial use. The environment
of FESC-UNAM had higher productivity, compared to the locality CEVAMEX, INIFAP in its two
sowing dates. The genotypes with lower GE interaction effects for their main component 1 values
were the Tlaoli Puma 4, Atziri Puma and CSRM x MIA46. The hybrid that was considered more
stable by the AMMI method was the hybrid with restored fertility Tlaoli Puma 4.

Keywords: Zea mays L, male sterility, AMMI, stability, performance, restoration of male fertility.
3.3 INTRODUCCION

La androesterilidad y el uso de progenitores con capacidad de restauracion de la fertilidad
masculina en la produccién de semilla hibrida de maiz (Zea mays L.) es esencial para mantener la
calidad genética de la semilla mejorada. Para esto se requiere desespigar en forma oportuna y
adecuada a las plantas del progenitor femenino; de esta manera se lograra que el progenitor
masculino se cruce con el femenino al 100 % y ademas se evitara que este Gltimo se contamine con
su propio polen. La aplicacion de éstas herramientas en el fitomejoramiento por las empresas
Pioneer y Monsanto es ya conocido, pues el 80% de las variedades que generan es utilizando
progenitores androestériles y con capacidad restauradora de la fertilidad masculina. De ahi la
importancia del mejoramiento genético realizado por instituciones de investigacion pablica como
la UNAM e INIFAP, utilizando sus propias fuentes de androestrilidad y de restauracion de la
fertilidad masculina, con la finalidad de generar variedades mejoradas que satisfagan las

necesidades en la produccion de grano de maiz de los agricultores de los Valles Altos de México.

Para obtener semilla de alta calidad y con buena identidad genética en la produccion comercial
de semilla hibrida de maiz, es necesario realizar el desespigue cuando se utilizan progenitores
androfértiles, y esto involucra el uso de 24 a 50 jornales por hectarea. Ademas de su alto costo
econdmico y laboriosidad, el desespigue representa riesgos de perder calidad genética de la semilla
si éste se efectlia en forma incorrecta. Ante ello, el empleo de la androesterilidad puede ser una
opcion viable y préactica para la obtencion de semilla hibrida de adecuada calidad genética y para
disminuir los costos de produccion (Ramirez, 2006; Tadeo et al., 2007; Tadeo et al., 2014).
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Otra forma de aprovechar la androesterilidad es utilizando progenitores machos con capacidad
restauradora de la fertilidad masculina de un material, donde destaca el método ABR, que es
caracteristico en la produccion de semilla en especies como el maiz, sorgo (Sorghum bicolor L.),
trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), girasol (Helianthus annuus), cebolla (Allium cepa),
entre otras (Poehlman, 2005; Mendoza et al., 2006; Cisneros et al., 2012; Ba et al., 2014). El
procedimiento consiste en cruzar una linea A que es androestéril con una linea B, la cual es fértil
pero no restauradora de la fertilidad, que se denomina Mantenedora. El resultado de la cruza
anterior es un hibrido de cruza simple androestéril (AxB), que se cruzara como hembra con una
linea R macho, denominada Restauradora, la cual debe evaluarse en diferentes ciclos agricolas para
confirmar que efectivamente restaure la fertilidad masculina. Al final, en la conformacion del
hibrido trilineal, se obtiene un genotipo completamente fértil.

A inicios de la década de 1970°s en la faja maicera de EUA la esterilidad citoplasmatica
masculina (CMS) denominada CMS-T (Texas), fuente utilizada en aproximadamente en el 85% de
los sistemas de produccién de semillas hibridas de ese pais, dejé de utilizarse por las empresas
semilleras debido a los problemas de susceptibilidad de los genotipos androestériles al tizon foliar
causado por el hongo Bipolaris maydis (Schnable y Wise, 1998; Simmons et al. 2001). A finales
de la década de los setentas y principios de la década de los ochentas, se encontraron nuevas fuentes
de esterilidad masculina citoplasmatica (CMS), como la CMS tipo C (Charrta) y la CMS tipo S
(USDA) (Beckett, 1971; Laughman y Gabay-Laughman, 1983; Levings, 1990).

Desde 1992 la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de la Universidad Nacional
Auténoma de México (FESC-UNAM), y en el Campo Experimental Valle de México, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), trabajan en conjunto
realizando trabajos de mejoramiento genético para incorporar la androesterilidad génico —
citoplasmica a las lineas progenitoras hembras élite de algunos de los hibridos comerciales y
experimentales desarrollados por la UNAM y el INIFAP (Tadeo et al., 2007; Espinosa et al., 2009).
Posteriormente (1995-1997), se identificaron lineas con capacidad restauradora (Tadeo et al.,
2003), donde ha sido importante tener bien definido el patrén heterotico de los progenitores tanto
androestériles, como en los progenitores macho con capacidad restauradora de la fertilidad, para
obtener buena heterosis en la conformacion final de los hibridos trilineales. Se ha tenido la limitante
en la formacion de los hibridos experimentales con fertilidad restaurada de que se han probado

diferentes progenitores masculinos con esta condicion y se han obtenido genotipos con bajo
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potencial en el rendimiento de grano. Es por eso que se contintan haciendo nuevas evaluaciones y
probando diferentes combinaciones para la formacion de nuevos hibridos trilineales con
progenitores hembra androestériles, y progenitores macho con capacidad restauradora de la
fertilidad masculina que den buen rendimiento.

Los progenitores androestériles se han evaluado en diferentes condiciones ambientales (en el
INIFAP Campo Experimental VValle de México, Estado de México, Campo Experimental de Iguala,
Guerrero, y en el Campo Experimental de Cotaxtla, Veracruz) para verificar que los genotipos se
mantienen sin producir polen, y poder definir que estos genotipos presentan estabilidad en el
caracter de androesterilidad y la capacidad restauradora de las lineas mejoradas. En el caso de los
ultimos genotipos mencionados, se ha verificado que efectivamente restauren la fertilidad
masculina en la F1 del cruzamiento en el que participan.

Por otra parte, el fitomejorador debe identificar los genotipos sobresalientes por la estabilidad
de su rendimiento y su adaptacion, evaluando estas propiedades en multi-ambientes para
recomendar su uso de manera comercial (Crossa et al., 2006). Becker y Leon (1988) indican que
un genotipo estable posee un rendimiento que no cambia, independientemente de cualquier
variacion de las condiciones ambientales en las que se desarrolle el individuo. Este genotipo estable
no muestra ninguna desviacién del nivel esperado del caracter, lo que significa que su variacion
entre los ambientes es cero. Para poder evaluar la estabilidad de los hibridos experimentales se
utilizé el modelo de efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI) (Zobel et al.,
1988).

De los hibridos experimentales con fertilidad masculina restaurada que se evaluaron en esta
investigacion en el ciclo primavera-verano 2016 y en el afio 2017, la FESC-UNAM logré la
inscripcion de los hibridos Atziri Puma y Tlaoli Puma ante el Catalogo Nacional de Variedades
Vegetales (CNVV), con los nimeros de registro MAZ — 1842 — 231117 y MAZ — 1844 — 231117,
respectivamente, para ambos esta en proceso el trdmite para contar con los respectivos Titulos de
Obtentor. Otros genotipos con fertilidad masculina restaurada estan en la Ultima etapa de
investigacion, validacion y transferencia antes de ser liberados comercialmente. Partiendo de lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la productividad y la estabilidad del
rendimiento de grano de nuevos hibridos de maiz con esquema de androesterilidad y fertilidad
restaurada de la UNAM e INIFAP en los Valles Altos de México.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en el ciclo primavera-verano de 2016 en el municipio de
Cuautitlan lzcalli, Estado de México, a una altitud de 2274 msnm, en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, de la Universidad Nacional Autonoma de México (FESC-UNAM). El
experimento se establecio en una segunda localidad, ubicada en el predio Santa Lucia de Prias, del
Campo Experimental Valle de México (CEVAMEX) del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), municipio de Texcoco, Estado de México, localizado
a una altitud de 2240 msnm, en esta localidad se establecieron dos diferentes fechas de siembra.
En cada localidad y diferentes fechas de siembra se manejo una densidad de poblacion de 70 000
plantas por hectarea, en los diferentes ciclos de cultivo. El primer ambiente fue definido como
FESC-UNAM, el segundo ambiente se identifico como CEVAMEX 1, y el tercer ambiente como
CEVAMEX 2 (la segunda fecha de siembra en esta localidad).

Los experimentos que se establecieron en la FESC-UNAM se manejaron bajo condiciones de
secano, mientras que en el CEVAMEX se manejaron con punta de riego. Para el control de malezas

se aplicd Gesaprim® (Atrazina) 2 kg/ha y Hierbamina® (2-4D amina) 2 L/ha.

En el presente estudio se evaluaron veintidds genotipos formados en la UNAM e INIFAP, como
el H-48 (Espinosa et al., 2003), H-53 AE, H-49AE y el Tsiri Puma (Tadeo et al., 2016) que son
hibridos de uso comercial y fueron usados como testigos; el resto de los genotipos son hibridos de
maiz en fase experimental, los cuales en su conformacion final participa un macho con capacidad

restauradora de la fertilidad masculina, estos se muestran en el Cuadro 3.1.
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Cuadro 3.1. Material genético para determinar la productividad y estabilidad de nuevos
hibridos de maiz con esquema de androesterilidad y fertilidad restaurada de la UNAM e

INIFAP para Valles Altos de México. Primavera-verano 2016.

Hibridos experimentales Tipo de hibrido Origen

H-61 Trilineal INIFAP

H-61 B Trilineal INIFAP

H-61C Trilineal INIFAP

H-61 D Trilineal INIFAP

H-61 E Trilineal INIFAP

TLAOLI PUMA 1 Trilineal UNAM

TLAOLI PUMA 2 Trilineal UNAM

TLAOLI PUMA 3 Trilineal UNAM

TLAOLI PUMA 4 Trilineal UNAM
(IA442AE X 1A249) X L352 Trilineal UNAM/INIFAP
(IA442AE X 1A249) X L353 Trilineal UNAM/INIFAP

H-49 F Trilineal INIFAP
CSRM X MIA45 Trilineal UNAM/INIFAP
CSRM X MIA46 Trilineal UNAM/INIFAP
CSRM X MIA46 B Trilineal UNAM/INIFAP
CSRM XMIA 46 C Trilineal UNAM/INIFAP
CSRM X LQPM Trilineal UNAM/INIFAP

ATZIRI PUMA Trilineal UNAM

TSIRI PUMA Trilineal UNAM

H-48 Trilineal INIFAP

H-49 AE Trilineal INIFAP

H-53 AE Trilineal INIFAP

La parcela experimental fue de un surco de 5 m de largo y 0.80 m entre surcos (unidad
experimental). El disefio experimental utilizado fue de bloques completos al azar con tres

repeticiones.
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En cada parcela se evaluaron las variables: dias a floracion masculina, que se registra cuando el
50 % de las plantas de la parcela liberaron polen; dias a floracion femenina, cuando el 50 % de las
plantas en la parcela expusieron los estigmas, en por lo menos tres centimetros; ademas, se hicieron
revisiones diariamente para verificar que la espiga de cada planta de maiz producia anteras y a su
vez estas liberaban polen. A la cosecha se tomo el peso de campo de las mazorcas de cada unidad
experimental. Para determinar los componentes de rendimiento, se tomdé una muestra
representativa de cinco mazorcas en cada parcela, en las que se midieron las variables: longitud de
mazorca, numero de hileras por mazorca, nimero de granos por hilera, granos por mazorca,
didmetro de mazorca, didmetro de olote, peso volumétrico, peso de 200 granos, porcentaje de
grano, y porcentaje de humedad del grano, medido con un determinador de humedad eléctrico
marca Stenlite®, para obtener el porcentaje de materia seca. Para la presentacion de los resultados
de esta investigacion, se tomaron las variables donde hubo significancia estadistica, y se presentan
en los cuadros correspondientes. La estimacion del rendimiento de grano de cada genotipo se hizo

mediante la formula;
Rendimiento= (PC * %MS * %G * FC)/8600

Donde: PC: Peso de campo; %MS: Porcentaje de materia seca; %G: Porcentaje de grano; FC:
Factor de conversion para obtener rendimiento por ha, se obtuvo al dividir 10000 m? / tamafio de
la parcela util en m2 (4 m?); 8600: es un valor constante, que permite estimar el rendimiento con

una humedad uniforme del 14 %, que es a la cual se manejan las semillas en forma comercial.

Para el analisis estadistico de los datos se aplicd un analisis combinado de los ambientes de
prueba, considerando como fuentes de variacion los ambientes, genotipos y la interaccion Genotipo
*ambiente. El analisis de varianza y la comparacion de medias con la prueba de Tukey se realizaron
con el programa SAS® version 9.0 (SAS Institute Inc., 2002).

Para el estudio de la interaccion genotipo por ambiente (GE), y para definir la estabilidad del
rendimiento de grano de los de los genotipos se utilizé el modelo de efectos principales aditivos
e interaccion multiplicativa (AMMI), el cual modela modela la respuesta de los ambientes, los
genotipos y la IGA. El modelo se implemento con las rutinas de programacion AMMI descritas
por Vargas y Crossa (2000) bajo el siguiente modelo matematico:
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n
Yij=u +gi+ej+ Z Aoy ik + Ej
k=1

Donde: Yij = rendimiento del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente; p = media general; J;
= efecto del i-ésimo genotipo; € j = efecto del j-ésimo ambiente; ﬂ»k = raiz cuadrada del vector
caracteristico del k-ésimo eje del ACP; &, = calificacion del ACP para el k-ésimo eje del i-ésimo

genotipo; 7 jk = calificacion del ACP para el k-ésimo eje del j-ésimo ambiente; Eij = error.

Se realiz6 el analisis de varianza convencional para determinar los efectos de genotipos, de
ambientes, y de sus interacciones, mientras que el residual no aditivo (interaccién) fue analizado
en la parte multiplicativa del modelo mediante el analisis de componentes principales (ACP). Se
consideraron los dos primeros componentes principales para la explicacién de la interaccion
genotipo x ambiente. La significancia de los componentes principales se definid por la prueba de
Gollob (1968). La representacion grafica se obtuvo mediante los Biplots AMMI1 y AMMI2 (Zobel
et al., 1988; Yan et al., 2000), donde la mayor parte de la variacion deberia estar expresada en los
dos primeros componentes principales (CP1 y CP2), ya que el biplot es la representacion grafica
en dos ejes del comportamiento de una variedad en un ambiente particular (Kempton, 1984).

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El anélisis de varianza combinado (Cuadro 3.2) detectd diferencias altamente significativas
entre ambientes y entre genotipos para todas las variables (P<0.01). Para rendimiento se tuvo un
coeficiente de variacion de 19.2 %, el cual es aceptable por las condiciones en las que se llevé a
cabo el experimento, tuvo una media general de 7810 kg haX. La interaccion Genotipo x Ambiente
resulté significativa para rendimiento, y altamente significativa para las variables floracion
masculina y floracion femenina. La diferencia estadistica entre genotipos se debe a la contrastante
base genética de los progenitores utilizados en la conformacion de los hibridos finales. Las
condiciones edaficas de ambas localidades determinan las diferencias estadisticas entre ambientes,
debido a que los suelos de la localidad FESC-UNAM, son arcillosos, retienen mejor la humedad y
con mejor fertilidad, en comparacién a los suelos de la localidad de CEVAMEX, que son suelos

61



arenosos. En la interaccion GE, la significancia indica que hubo una respuesta diferencial de los

genotipos a través de los ambientes de prueba (Canales et al. 2016).

Cuadro 3.2. Cuadrados medios y significancia estadistica del analisis de varianza combinado

para diversas variables de nuevos hibridos de maiz con fertilidad restaurados

evaluados en tres ambientes. Ciclo Primavera — Verano 2016.

VARIABLES
Fuente de
Variacion © . Porcentaje
Rendimiento FM FF P. H. LM GRA/HIL GRA/MZ
L de Grano
Ambientes 2 113819708.2** 49.8** 41** 554** 77.1** 116.7** 61798.6** 16.8**
Genotipo 21  13018301.1**  10.9** 9.1** 23.8** 3.3** 17.3** 5381.9**  10.2**
Bloque |A| 6 2626253.1 13** 11**  47.6** 0.7 2.5 1375.8 2.3
G*A 42  3623910.5* 6.6** 5.6** 85 1.03 4.7 1956.4 2.6
Error 126 2245627.9 3.1 2.6 79 1.02 4.6 1893.4 2
C.V. 19.2 2.4 2.1 3.7 6.7 7.2 8.9 1.8
Media 7809.6 74.3 75.4 74.8 15 30 449 84.2

G L: Grados de libertad; FM: Floracion Masculina; FF: Floracion Femenina; P. H.: Peso
Hectolitrico; LM: Longitud de Mazorca; GRA/HIL: Granos por hilera; GRA/MZ: Granos por
mazorca. Significancia estadistica al 0.01 de probabilidad (**) y al 0.05 de probabilidad (*); C.V:

Coeficiente de variacion (%).

La comparacion de medias entre ambientes (Cuadro 3.3) indicd que en FESC-UNAM, se tuvo

el mejor rendimiento, con 9309 kg ha?, coincidiendo con Tadeo et al. (2015), donde los

rendimientos fueron superiores en la FESC-UNAM, en comparacion al ambiente del CEVAMEX.

El bajo rendimiento en la segunda fecha de siembra del CEVAMEX pudo deberse a la siembra

retrasada, y a la menor disposicion de agua por precipitacion, afectando el llenado de grano de los
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genotipos. En cuanto a las floraciones masculinas y femeninas hubo diferencias estadisticas, pero

las variedades siguen siendo de ciclo intermedio (75 dias).

Cuadro 3.3. Comportamiento medio de los ambientes de prueba para el rendimiento (kg ha-

1) y otras variables. Ciclo Primavera — Verano 2016.

Rendimiento FM FF P. H. LM

Porcentaje
Ambiente GRA/HIL GRA/MZ
(kg hat) (Dias) (Dias) (kg hlY) (cm) de grano
FESC-UNAM 9309 a 75a 76a  746b 163a 32a 524 a 84.6a
CEVAMEX 1 7253 b 74 b 75b 75.8a 145b 30b 472 b 83.6b
CEVAMEX 2 6866 b 74b  75b  740b  143b 30D 470 b 84.3a
D.S.H. (0.05) 619 1 1 1.2 0.4 1 18 0.6

*Medias con letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
FM: Floracion Masculina; FF: Floracion Femenina; P. H.: Peso Hectolitrico; LM: Longitud de
Mazorca; kg ha: kilogramos por hectarea; cm: centimetros; GRA/HIL: Granos por hilera,

GRA/MZ: Granos por mazorca; kg hl™t: kilogramos por hectolitro.

En la comparacién de medias entre genotipos (Cuadro 3.4), el hibrido que expresdé mayor
rendimiento fue CSRMXMIA46 con 10085 kg ha, seguido de Atziri Puma, con 10028 kg ha,
ambos genotipos fueron estadisticamente similares, superiores numéricamente al testigo comercial
H-53 AE, con 9842 kg ha™. Posteriormente se encuentra el hibrido experimental H-61E con 8692
kg hal, el CSRMXMIA45 con 8546 kg hat, el Tsiri Puma con 8250 kg ha*, el H-61 C con 8161
kg hal, y el Tlaoli Puma 1 con 8134 kg ha*, dentro de los genotipos destacados en esta evaluacion.
Es necesario mencionar que los hibridos Atziri Puma y Tlaoli Puma, en el afio 2017, fueron
registrados en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales (CNVV), y que el incremento de
semilla comercial se ha iniciado a producir en el Estado de Puebla. La floracion masculina en todos
los hibridos presentd una variacion de 72 a 76 dias, mientras que la floracion femenina vario de 74
a 77 dias. No se tuvieron problemas de sincronia floral. Los valores de peso hectolitrico fueron de
71 kg hI'%, hasta 77.7 kg hI. En la longitud de mazorca la variacion fue de 14 a 16 cm. Los valores
de granos por hilera fueron de 28 a 33, mientras que los valores de granos por mazorca variaron de

445 a 537. El porcentaje de grano fue de 80.9 a 85.5 por ciento.
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Cuadro 3.4. Comportamiento medio de nuevos hibridos de maiz con fertilidad masculina

restaurada, en tres ambientes, para rendimiento (kg ha'), y otras variables. Ciclo

Primavera — Verano 2016.

Rendimiento FM FF P. H. LM Porcentaje
Genotipo GRA/HIL GRA/MZ  de grano

(kg ha'l) (Dias) (Dias) (kg hIY)  (cm)
CSRM X MIA46 10085 a 73abcd 74 abc 74.1abc 15abc 33a 506 abc  84.5abc
ATZIRI PUMA 10028 a 74abcd 75 abc 75 abc 15 abc 32 abcd 508abc  85ab
H-53 AE 9842 ab 74 abcd 76 abc 75.8abc  15abc 30 abcd 470 abc  84.5abc
H-61 E 8692 abc 74 abcd  75abc 72.8 bc 16 a 32 abcd 495abc  82.7 bed
CSRM X MIA45 8546 abcd 76 a 77a 74.7abc l4c 30 abcd 537a 83.1 abcd
TSIRI PUMA 8250 abcde 74 abcd  75abc 76.6 ab 15 abc 32 abcd 505abc  84.4 abc
H-61C 8161 abcde 74 abcd  75abc 73.1abc 15abc 30 abcd 471abc 855a
TLAOLI PUMA 1 8134 abcde 73 bed 74 bc 76.1ab 15 abc 30 abcd 471abc 84 abc
(IA442AEXIA249) X L352 8123 abcde 76 a 77 ab 75.2abc  15abc 31 abcd 503abc  85.1ab
CSRM X MIA 46 C 8114 abcde 75 abc 76 ab 746abc 16a 33a 516abc  84.8 abc
TLAOLI PUMA 4 7859 abcde 74 abcd  75abc 76.7 ab 15 abc 30 abcd 471abc  84.8 abc
H-49 AE 7731 abcde 75 abc 76 ab 77.7a 16 a 32 abc 527 ab 84.7 abc
CSRM X LQPM 7566 abcde 76 a 77a 749abc  15abc 31 abcd 457 be 80.9d
CSRM X MIA46 B 7510 abcde 75 abc 77a 753abc  16a 32 abc 501abc  83.6 abc
H-49 F 7306 bcde 72d 74 bc 75.6abc 15abc 32 abc 509 abc  84.3 abc
H-61 D 7284 bede 74 abcd  75abc 73.4abc  15abc 30 abcd 473 abc  83.9 abc
TLAOLI PUMA 2 7275 bede 74abcd 75 abc 76.3 ab l4c 31 abcd 492 abc  84.7 abc
H-61 7113 cde 74 abcd 75 abc 74.2abc  15abc 29 bed 470 abc  84.7 abc
(IA4A24AEXIA249) X L353 6520 cde 75 abc 77 ab 76 ab 15 abc 32 abc 501abc 85.2a
TLAOLI PUMA 3 6022 de 75abcd 76 abc 75.6abc 14c 28d 445¢ 84.1 abc
H-48 5892 e 73cd 74 be 719 be 15 abc 30 abcd 469 abc  84.8 abc
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H-61 B 5757 e 74 abcd 76 abc 71c l4¢ 29 cd 459 be 82.5dc

D.S.H. (0.05) 2594 3 3 4.9 2 4 75 2.4

*Medias con letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
FM: Floracion Masculina; FF: Floracion Femenina; P. H.: Peso Hectolitrico; LM: Longitud de
Mazorca; kg ha: kilogramos por hectarea; cm: centimetros; GRA/HIL: Granos por hilera;

GRA/MZ: Granos por mazorca; kg hl: kilogramos por hectolitro.

En el estudio de la interaccion genotipo por ambiente (GE) (Cuadro 3.5), como ya se menciono,
hubo diferencias altamente significativas entre ambientes y entre genotipos para el rendimiento de
grano, y hubo significancia para la interaccion (GE). En la suma de cuadrados, la fuente de
variacion Bloques(Ambientes) aportd el 1.65%, los ambientes aportaron 23.9%, los genotipos
aportaron 28.7%, y la interaccion (GE) aportd el 16%. En este caso se obtuvieron valores
ligeramente altos en los efectos de los genotipos, en comparacion a los efectos de los ambientes,
lo que coincide con lo obtenido por Canales et al., 2016, y contrastando con los resultados
obtenidos por Vélez et al. (2018), Lépez (2013), y Pérez (2013), donde los efectos de los ambientes

fueron mayores a los efectos genotipicos.

El modelo AMMI realiza una descomposicién de la interaccion GE en los componentes
principales que sean necesarios, segun las condiciones de cada estudio. Dentro de la interaccion,
de acuerdo con la prueba de Gollob (1968), los efectos del componente principal uno (CP1)
resultaron altamente significativos (P < 0.01). Este componente principal explico el 66.6 % de la
variacion total de la interaccion GE, mientras que en el segundo componente principal (CP2) no
hubo significancia y explicé el 33.4 %, sumando el 100% de la variacion total en la Interaccion
GE, siendo ésta mayor al 60 %, se determina que la aplicacién del modelo AMMI fue efectivo
(Zobel et al., 1988).
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Cuadro 3.5. Analisis de varianza AMMI para rendimiento de grano de veintidos hibridos

evaluados en tres ambientes FESC-UNAM y Santa Lucia INIFAP, Primavera —

Verano 2016.
Fuente de Variacion GL SC CM % SC
Bloques(Ambientes) 6 15757518.5 2626253.1 1.657
Ambientes 3 227639416.4 113819708.2**  23.97
Genotipos 21 273384323.1 13018301.1** 28.77
Interaccién GE 42 152204242.7 3623910.5* 167
CP1 22 101301571.7 4604616.9** 66.6"
CP2 20 50902671 2545133.5 33.47T
Error 126 2829491124 2245627.9 29.77
Total 197 951934613.1
CV (%) 19.2
Promedio 7810 kg hat

GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; % SC: porcentaje de la

suma de cuadrados; CPI: componente principal 1; CP2: componente principal 2; CP3: componente

principal 3; CV: coeficiente de variacion; kg ha*: kilogramos por hectarea; : respecto de la SC del

total; 7': respecto de la SC de la interaccion genotipo x ambiente; *: P < 0.05; **: P < 0.01.

En la Figura 6 se presenta el biplot AMMIL, el cual esta disefiado considerando los efectos

principales (valores de las medias de genotipos y ambientes) en la abscisa, y el efecto de interaccion
(estabilidad), los valores del CP1, en la ordenada (Zobel et al., 1988; Yang et al., 2001). Los
genotipos que tuvieron valores absolutos bajos en el CP1, de baja interaccion con el ambiente,
fueron el H-48, Tlaoli Puma 3, Tlaoli Puma 4, Atziri Puma'y CSRM X MIA46 pues presentaron

valores del CP1 mas cercanos a cero Yy tuvieron ligeros efectos de interaccion GE, aunque solo los
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genotipos Tlaoli Puma 4, Atziri Puma y CSRM X MIA46, tuvieron valores de rendimiento

superiores a la media general de la evaluacion, y por lo tanto se identificaron como los mas estables
a traves de ambientes (Zobel et al., 1988, Medina et al., 2002; Alejos et al., 2006; Palemon et al.,
2012). Los hibridos experimentales H-49 F, CSRM X MIA 46 C y H-61 E, se encuentran mas
alejados del eje de las ordenadas, por esta circunstancia se considera que interaccionan de forma

negativa con el ambiente. EI ambiente con mejor comportamiento considerando sus valores

absolutos del CP1, fue CEVAMEX en su primer fecha se siembra, aunque tuvo una media menor

a la media general del experimento.
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Figura 6. Biplot del CP1 en funcién del rendimiento promedio de veintidos hibridos de maiz
evaluados en tres ambientes. FESC-UNAM (FU) y CEVAMEX INIFAP (CE),
Primavera — Verano 2016. CE1l. CEVAMEX primer fecha de siembra; CE2:

CEVAMEX segunda fecha de siembra; CP1: componente principal 1.

El genotipo mas estable fue el hibrido experimental Tlaoli Puma 4, por cercania al origen del

biplot AMM12, seguido del hibrido experimental H-61 D. EI ambiente que mejor discrimind a los

genotipos fue FESC-UNAM, ya que la longitud del vector, desde origen al punto donde se ubica
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por sus valores de los componentes principa
(Figura 7).

les CP1 y CP2, indican la magnitud de su varianza
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Figura 7. Biplot AMMI para veintidds hibridos de maiz evaluados en tres ambientes. FESC-

UNAM (FU) y CEVAMEX IN
CEVAMEX primer fecha de siem

IFAP (CE), Primavera — Verano 2016. CE1:
bra; CE2: CEVAMEX segunda fecha de siembra;

CP1: componente principal 1; CP2: componente principal 2.

3.6 CONCLUSIONES.

Los mejores rendimientos correspondieron

y Atziri Puma, que superaron a los testigos co

a hibridos con fertilidad restaurada CSRM X MI1A46

merciales, sin capacidad restauradora de la fertilidad

masculina, lo que los sefiala con perspectivas favorables de uso comercial. EI ambiente de FES

Cuautitlan, UNAM tuvo mayor productividad, en comparacion con la localidad CEVAMEX,

INIFAP en sus dos fechas de siembra.
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Los genotipos con menores efectos de interaccion GE por sus valores del componente principal
1 fueron el Tlaoli Puma 4, Atziri Pumay CSRM X MIA46. El hibrido que se consideré més estable

por el método AMMI fue el hibrido con fertilidad restaurada Tlaoli Puma 4.
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CAPITULO IV. IDENTIFICACION DEL TIPO DE ANDROESTERILIDAD
CITOPLASMICA EN LINEAS Y CRUZAS SIMPLES DE MAIZ DE LA UNAM E
INIFAP

4.1 RESUMEN
La androestrilidad es la incapacidad que tienen las plantas para producir polen o polen viable. Este
caracter es ampliamente utilizado en la produccion de semillas en especies como maiz (Zea mays
L.), girasol (Helianthus annuus), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oriza
sativa), entre las mas importantes. El objetivo de esta investigacion fue identificar el tipo de
esterilidad citoplasmica masculina (CMS) en los progenitores androestériles de los hibridos de
maiz generados en la UNAM e INIFAP, por medio del uso de PCR con iniciadores especificos
para las fuentes de esterilidad masculina C, T y S. Se utiliz6 semilla de 19 genotipos, entre ellos,
lineas y cruzas simples androestériles, progenitores de los hibridos generados en la UNAM e
INIFAP. ElI meétodo de extraccion de DNA que se utilizé fue por medio de
hexadeciltrimetilamonium bromide (CTAB) al 2% (Tris-HCI 100mM pH 8.0; EDTA 2H20 mM,;
CTAB 2%; NaCl 1.4 M), establecido por Doyle y Doyle (1990), con ligeras modificaciones. El
master mix para la reaccion de PCR para cada muestra se prepar6 en un volumen final de 15 pL.
Se utilizaron los iniciadores especificos para CMS: CMSCF, CMSCR, CMSTF, CMSTR, CMSSF
y CMSSR, a una concentracion de 10 uM. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un thermocycler
peltier C1000 Touch. Los productos amplificados se verificaron por electroforesis horizontal en
gel de agarosa, al 1.5% tefiido con GelRed, el cual se corri6 a 88 Volts durante 1.5 h. En la
amplificacion en el gel de agarosa de los productos obtenidos por medio de la PCR, se logré
determinar que la fuente de esterilidad citoplasmica masculina de los 19 genotipos, progenitores
de los hibridos de maiz generados en UNAM e INIFAP, pertenecen a la fuente “C” (Charraa). Es
necesario realizar pruebas de resistencia o susceptibilidad a Bipolaris maydis a los genotipos

evaluados en esta investigacion.

Palabras clave: Zea mays L., fuente de androesterilidad, Bipolaris maydis, mtDNA, PCR.
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IDENTIFICATION OF THE TYPE OF CYTOPLASMIC MALE STERILE IN INBRED
LINES AND SIMPLE CROSSES OF MAIZE OF THE UNAM AND THE INIFAP

4.2 ABSTRACT
Andro-sterility is the inability of plants to produce pollen or viable pollen. This character is widely
used in the production of seeds in species such as corn (Zea mays L.), sunflower (Helianthus
annuus), sorghum (Sorghum bicolor), wheat (Triticum aestivum), rice (Oriza sativa), among the
most important. The objective of this research was to identify the type of male cytoplasmic sterility
(CMYS) in the andro-sterile parentals of the hybrid maize developed in the UNAM and in the
INIFAP by using PCR with specific primers for the sources of male sterility C, T and S. Seed of
19 genotypes was used, among them, inbred lines and andro-sterile single crosses, which are
progenitors of the hybrids generated in the UNAM and in the INIFAP. The method of DNA
extraction used was hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) at 2% (100mM Tris-HCI pH
8.0, 2M2 EDTA m 2, CTAB 2%, 1.4M NaCl), established by Doyle and Doyle (1990), with slight
modifications. The master mix for the PCR reaction for each sample was prepared in a final volume
of 15 pL. The specific primers for CMS used were: CMSCF, CMSCR, CMSTF, CMSTR, CMSSF
and CMSSR, at a concentration of 10 uM. The PCR reaction was carried out in a C1000 Touch
thermocycler peltier. The amplified products were verified by horizontal electrophoresis in agarose
gel, 1.5% dyed with GelRed, which was run at 88 Volts for 1.5 h. In the agarose gel amplification
of the products obtained by means of the PCR it was determined that the source of male cytoplasmic
sterility of the 19 genotypes, progenitors of the maize hybrids generated in the UNAM and in the
INIFAP, belongs to the source "C" (Charr(a). It is necessary to perform resistance or susceptibility

tests to Bipolaris maydis to the genotypes evaluated in this investigation.

Key words: Zea mays L., sources of male sterile, Bipolaris maydis, mtDNA, PCR.

4.3 INTRODUCCION
La androestrilidad es la incapacidad que presentan las plantas de no producir granos de polen
o0 bien al generar granos de polen, este no es viable o el polen no es funcional, sin afectar la fertilidad
femenina (Huang et al., 2012). La esterilidad masculina puede ser determinada por genes ubicados
en el nacleo celular (esterilidad génica masculina), donde los genes que se encargan de la expresion

de este caracter deben de encontrarse de forma recesiva (cms/cms); cuando la androesterilidad es
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causada por genes que se encuentran en el citoplasma de la célula, se denomina esterilidad
citoplasmica masculina, donde los genes que se encargan de la expresion de este caracter se ubican
en el DNA mitocondrial (mtDNA), se identifica como citoplasma estéril, y citoplasma normal
cuando no se presenta la androesterilidad. Otra forma en la que puede ocurrir la esterilidad
masculina es por la combinacion de las formas anteriores, es decir, por la presencia de genes
recesivos cms/cms, y en la presencia de un citoplasma estéril (es el tipo de esterilidad masculina
que presentan los genotipos utilizados en esta investigacion).

La esterilidad citoplasmica masculina (CMS), o androesterilidad masculina, es un caracter de
herencia materna, el cual es el resultado de reordenamientos en el mtDNA, donde se obtienen
plantas incapaces de generar polen (Hanson y Bentolina, 2004; Chen y Liu, 2014; Horn y Gupta,
2014). Este caracter ha sido extensivamente explotado con éxito en la produccion comercial de
semillas hibridas y fitomejoramiento, como es el caso del maiz (Zea mays L.), evitando los
inconvenientes de la emasculacién manual o mecénica (Kaul, 1988; Kubo et al., 2011; Touzet y
Meyer, 2014).

Se han identificado tres tipos de esterilidad citoplasmica masculina (CMS) en maiz: CMS-T
(Texas), CMS-S (USDA) y CMS-C (Charrta). El citoplasma estéril masculino se distingue por
genes nucleares especificos (genes Rf) que restauran la fertilidad del polen. Estos genes,
restauradores de la fertilidad suprimen el efecto de esterilidad masculina, lo que permite la
produccion de polen viable en la generacion F1 de cruzamientos posteriores.

En la actualidad, la produccion comercial de semillas hibridas de maiz se basa en la utilizacién
de los tipos citoplasmaticos C y S, y otros mutantes generados por las empresas semilleras para su
explotacion comercial, del cual no se tiene identificada la fuente de esterilidad masculina,
considerando que la fuente de CMS-T se utiliz6 ampliamente en 1950 y 1960, pero demostro ser
extremadamente susceptible a Bipolaris maydis, que ocasiond una epifitia en gran parte de esta
region. A consecuencia de este evento, la fuente CMS tipo T ha sido descartada en programas de
mejoramiento. A finales de la década de los setentas y principios de la década de los ochentas, se
encontraron nuevas fuentes de esterilidad masculina citoplasmatica (CMS), como la CMS tipo C
(Charrtia) y laCMS tipo S (USDA) (Beckett, 1971; Laughman y Gabay-Laughman, 1983; Levings,
1990).

Desde 1992, la UNAM e INIFAP trabajan en conjunto en la generacion de nuevas variedades

mejoradas de maiz utilizando progenitores androestériles, cuyo origen proviene de algunas
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accesiones de la raza de maiz conico, por lo que es imperativo conocer la fuente de esterilidad
masculina de los progenitores femeninos de los hibridos generados en la UNAM e INIFAP, debido
a que productores de semilla en los Valles Altos de México tienen la duda sobre la susceptibilidad
de los progenitores a Bipolaris maydis, aunque en esta zona ecologica del pais no se presentan las
condiciones ambientales de la faja maicera de los Estados Unidos de Ameérica.

La forma de restaurar la fertilidad en los progenitores androesteériles es utilizando machos con
la capacidad restauradora de la fertilidad masculina, que contienen genes Rf nucleares que en la
produccién de semillas hibridas permiten tener un macho polinizador comun.

El desarrollo y la aplicacion de métodos moleculares son una importante herramienta auxiliar
en los programas de mejoramiento genético, en este caso, permitio hacer un estudio preciso de las
mutaciones responsables de la CMS, que se encuentran en el DNA mitocondrial (MtDNA)
(Schnable y Wise, 1998). Se ha confirmado que los genes himéricos, partes de ADN con marcos
de lectura abiertos (ORF) que comprenden secuencias derivadas de diferentes genes, son
responsables de la esterilidad masculina citoplasmica. El gen T-urf13 se detect6 en mtDNA CMS-
T (Dewey et al., 1986), el gen atp6-C en mtDNA CMS-C (Dewey et al., 1991) y una region de
ADN repetida "R" que contiene dos ORF en mtDNA CMS-S (Zabala et al., 1997).

Se ha demostrado que el uso de PCR es un método rapido y confiable para identificacion de
los tipos de CMS, utilizando la combinacién de tres pares de iniciadores en una sola reaccion, lo
cual, es conveniente para el andlisis de un gran nimero de muestras (Liu et al., 2002; Ignjatovic-
Micic et al., 2006). Se tiene el conocimiento del tamafio de los fragmentos especificos de DNA
que se pretende identificar en la presente investigacion, los cuales son de 398, 440 y 799 pares de
bases (pb) de ADN para el citoplasma C, T y S, respectivamente.

Considerando lo anterior, en la presente investigacion se planteé como objetivo identificar el
tipo de fuente de la esterilidad citoplasmica masculina (CMS) en los progenitores androestériles de
los hibridos generados en la UNAM e INIFAP, por medio del uso de PCR con iniciadores

especificos para las fuentes de esterilidad masculinaC, Ty S.

76



4.4 MATERIALES Y METODOS.
4.4.1 Material vegetal
Se utilizé semilla de 19 genotipos, entre ellos, lineas y cruzas simples androestériles, de los
cuales se ha verificado en campo que realmente mantengan la condicion de androesterilidad a
través de ambientes. Estos genotipos androestériles han sido utilizados como progenitores de los
hibridos generados en los programas de mejoramiento de la UNAM e INIFAP. En el Cuadro 4.1

se presentan los genotipos androestériles de maiz.

Cuadro 4.1. Material genético utilizado para la identificacion del tipo de androesterilidad

citoplasmica en lineas y cruzas simples de maiz de la UNAM e INIFAP.

Lineas Cruzas simples Hibrido trilineal
(1A442AE) 1 IA442AE X 524 (IA442AE X 1A446) X 528
(1A442AE) 2 IA424AE X 525 (M56AE X 1A239) X 527
(IA249AE) 1A249AE X MIA45 (M56AE X 1A239) X 239
M56AE IA424AE X 1A249F1

IA424AE X |A249F2
IA442AE X 525 (1)
IA424AE X 525 (2)
IA442AE X |A446
IA442AE X 1A239 (1)
IA442AE X 1A239 (2)
IA249AE X M18

IA249AE X MIA46

4.4.2 Extraccion de DNA
El método de extraccion de DNA que se utilizo fue por medio de hexadeciltrimetilamonium
bromide (CTAB) al 2 % (Tris-HCI 100mM pH 8.0; EDTA 2H20 mM; CTAB 2%; NaCl 1.4 M),

establecido por Doyle y Doyle (1990), con ligeras modificaciones.
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Se utilizaron plantulas de maiz, de donde se utilizé material vegetal de hoja para realizar la
maceracion del tejido con nitrogeno liquido. Posteriormente, se incubd en Bafio Maria a 96 °C
durante 60 min; se agito cada 10 min y se centrifugd durante 10 min a 11,850 xg. El sobrenadante
se transfirio a un tubo Eppendorf de 2 mL al que se afiadio 1 mL de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1); se agit6 por inversion durante 10 min y se centrifugé por 10 min a 11,850 xg. El paso
anterior se repitio agregandose 750 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). El sobrenadante
obtenido se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 20 uL de acetato de sodio y 400
uL de etanol al 70%, previamente enfriado, y se incub6 a -20 °C durante 120 min para precipitar
el DNA.

Las muestras se centrifugaron a 11 850 xg durante 30 min, se decanto el sobrenadante y se
recupero el pellet, el cual se resuspendié con 400 pL de agua HPLC y se incubd a 70 °C durante
15 min; se agregaron 34 pL de acetato de sodio (NaOAc) 3M, mas 1 mL de etanol al 95%, las
muestras se incubaron a -20 °C durante 60 min.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 11,850 xg durante 10 min, se decantd el
sobrenadante, se lavo el pellet con 650 pL de isopropanol al 70%, se centrifugd a 11 850 xg durante
10 min. Se realizaron dos lavados con isopropanol; las muestras se secaron durante 3 horas, y los
pellets se resuspendieron con agua HPLC (de 30-100 pL segtn el tamafio del pellet).

Los productos de DNA se verificaron por espectrofotometria, en un NanoDrop 2000 UV-Vis
(Thermo Scientific, EE.UU.). Solamente se emplearon muestras con valores de las relaciones
A260/A280 y A260/A230 de 1.8 a 2.0 o ligeramente superiores a 2, para asegurar la integridad y
calidad de DNA.

4.4.3 Amplificacion mediante PCR.

El master mix para la reaccion de PCR para cada muestra (1x) se prepar6 en un volumen final
de 15 pL con 7.86 pL de agua HPLC, 3 pL de 5X PCR buffer, 0.6 uL de dNTPs (20 uM de cada
uno), 0.18 pL de cada iniciador (CMSCF, CMSCR, CMSTF, CMSTR, CMSSF y CMSSR a una
concebtracion de 10 uM) (SIGMA, EE.UU.), 3 uLL de DNA genomico (20 ng) y 0.18 uL (5U) de
GoTaq DNA polimerasa (Promega, EE.UU.). Y se utilizé un mix de alta definicion para probar la
eficiencia de los iniciadores. Los tres pares de iniciadores especificos para esterilidad masculina
citoplasmica C, T y S, fueron sintetizados de acuerdo a las secuencias de mtDNA utilizadas por
Liu et al. (2002), y son las siguientes:
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CMSCF: 5-ATGCTAATGGTGTTCCGATTCC-3"

CMSCR: 5"-AGCATCATCCACATTCGCTAG-3

CMSTF: 5-CATGAAATGGGTGAAGTCTCTTTC-3

CMSTR: 5-AAGAGAAAGGGAGACTTTGGTCCC-3

CMSSF: 5°-CAACTTATTACGAGGCTGATGC-3"

CMSSR: 5"-AGTTCGTCCCATATACCCGTAC-3

Las regiones de mtDNA recombinante de los tipos de citoplasmas estériles C, Ty S, y los

sitios de union de los iniciadores especificos son representados en la Figura 8.

CMSTF =———» 440pb <«—— CMSTR

CMS-T 5% atp 6 T-urf 13
CMSCF =——> 398pb <—— CMSCR
CMS-C 5atp 6-C
CMSSF =——— 799 pb *———— CMSSR
CMS-S Orf 355 (p 39.9) Orf 77

Figura 8. Regiones de mtDNA recombinante de los tipos CMS T, CMS Cy CMS S, y los sitios

de union de los iniciadores especificos.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un thermocycler Peltier C1000 Touch (BIO-RAD,
EE.UU.). Las condiciones de amplificacion de los fragmentos especificos fueron por medio del
siguiente programa: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos a
94 °C por 1 min, 56 °C por 1 min, 72 °C por 1.30 min (35 ciclos), y un ciclo final de extension a
72 °C por 5 min.
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4.4.4 Electroforesis.

Los productos amplificados se verificaron por electroforesis horizontal en gel de agarosa
(Seakem, EE. UU.), al 1.5 % tefiido con GelRed (Biotium, EE. UU.), el cual se corrio a 88 Volts
durante 1.5 h. Para la escalera de referencia del tamafio de los fragmentos amplificados, se utilizd
el marcador 1 kb. Los geles se visualizaron en un transilluminador Infinity-3026 WL/LC/26MX

(Vilber Lourmat, Alemania) con el software Infinity-Capt.

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION.
4.5.1 Extraccién de DNA
Se realiz6 de manera 6ptima la extraccion de DNA, tomando tejido vegetal de hoja en plantulas
de maiz, en los 19 genotipos adroestériles evaluados, cuyos valores de absorbancia A260/A280 y
A260/A230 estuvieron entre 1.8 y 2.2.

4.5.2 Amplificacion por PCR

En la amplificacion de los genes CMSC, CMST, y CMSS, se obtuvieron fragmentos de ~ 398
pares de bases (Figura 9). Donde se puede observar que el 100 por ciento de los genotipos
evaluados pertenecen a la fuente de androesterilidad citoplasmica “C” (Charraa). El origen de la
fuente de esterilidad masculina de los genotipos utilizados en esta investigacion, es de la raza nativa
de maiz Conico. La cual fue obtenida en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, de la
Universidad Nacional Autonoma de México (FESC-UNAM).

Para realizar esta investigacion se tomd como referencia los trabajos realizados por Liu et al.
(2002), y Ignjatovic-Micic et al. (2006), donde indican que las condiciones para realizar PCR
fueron las siguientes: 1. 94°C / 2 min; 2. 94°C / 1 min; 3. 55°C / 1 min; 4. 72°C / 1.30 min; y 5.
72°C /5 min. Los pasos 2 y 4 se repitieron en 40 ciclos. Para poder obtener resultados, se tuvieron
que modificar los ciclos de PCR a 35, asi como ajustar la temperatura de alineamiento a 56°C,
debido a que en las primeras pruebas no se obtuvieron los resultados esperados en la amplificacion

de fragmentos después de la electroforesis.
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Figura 9. Productos de PCR observados en gel de agarosa al 1.5%. Bandas correspondientes

a la amplificacion parcial del gen.

4.6 CONCLUSIONES.
En la amplificacion en el gel de agarosa de los productos obtenidos por medio de la PCR, se logré
determinar que la fuente de esterilidad citoplasmica masculina de los 19 genotipos, progenitores
de los hibridos de maiz generados en UNAM e INIFAP, pertenecen a la fuente “C” (Charraa). Es
necesario realizar pruebas de resistencia o susceptibilidad a Bipolaris maydis a los genotipos
evaluados en esta investigacion, para descartar cualquier problema fitosanitario en el incremento

de semilla de los progenitores androestériles.
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DISCUSION GENERAL

El problema que atraviesa el pais en cuanto al abastecimiento de semillas mejoradas de maiz y
otras especies de consumo béasico por parte de la investigacion publica, se remonta a un antecedente
no muy lejano, en el afio 2001, cuando se canceld la operacion de la Productora Nacional de
Semillas (PRONASE), concretandose su extincion con la Ley de Semillas (2007). Desde entonces,
el apoyo a la investigacion publica en maiz ha sido limitado y en ocasiones nulo. Se ha optado por
darle apoyo econdémico por parte de las instituciones gubernamentales a programas como
MASAGRO, a cargo del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), para
que se abastezca de semillas a los agricultores que necesitan de semilla mejorada. Limitando
apoyos a las instituciones de investigacion publica como INIFAP, Universidad Auténoma
Chapingo, Colegio de Postgraduados, UNAM, UAAAN, entre otras, instituciones que cuentan con
la capacidad de liderar programas de mejoramiento genético a nivel nacional, o regional, ya que

son capaces de formar recursos humanos de calidad y generar tecnologia para el pais.

La formacion del recurso humano en el Programa Doctoral de Genética tiene la finalidad de
preparar estudiantes de calidad, con la capacidad de adquirir los conocimientos que necesitan los
agricultores en condiciones reales, y de ser capaz de transmitir esos conocimientos adquiridos. El
estudiante, ademas, adquiere las aptitudes, actitudes y sensibilidad necesarias para su desarrollo
profesional, para conocer las condiciones, necesidades y posibles soluciones en el sector agricola
de la region que se trate en nuestro pais. El egresado de este posgrado tiene la capacidad de ser

critico y de realizar analisis de las situaciones que se le presenten en el ambito profesional.

Los presentes estudios se enfocan en el desarrollo del sector agricola y agroalimentario de los
Valles Altos de México, en particular, en la cadena productiva del maiz, ya que una de las metas
en la entidad federativa, regién de estudio, y a nivel nacional es la autosuficiencia alimentaria, y
para poder lograrlo hay que apoyar al sector agricola de la region, generando variedades de maiz
que estén disponibles para las condiciones ambientales especificas de cada agricultor; y para que
cada agricultor pueda incrementar sus rendimientos debe tener disponibles los recursos genéticos
adecuados, es decir, variedades e hibridos, utilizando como base los recursos fitogenéticos nativos,

que se deben conservar adecuadamente para seguirlos aprovechando de manera eficiente y
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sustentable, sabiendo que el agricultor es el principal administrador de los recursos genéticos, del

maiz y otras especies nativas que son aprovechadas para consumo humano.

El presente estudio contribuye a la generacion de nuevas tecnologias para los agricultores,
productores de grano y productores de semillas de maiz de los Valles Altos de México. Dicha
tecnologia son las variedades mejoradas de maiz con caracteristicas agronémicas favorables para
los agricultores, como variedades de ciclo corto e intermedio, resistentes al acame, altura de planta
y de mazorca favorables para la cosecha mecanica, producidas usando la androesterilidad para
disminuir costos de produccion y de venta de la semilla. La meta es poder incrementar la media
del rendimiento de grano a nivel estatal o regional con la adopcién por los agricultores de las nuevas
variedades mejoradas de maiz, esto de manera gradual. Con el incremento del rendimiento y la
compra de semilla de hibridos a precio accesible, el agricultor tendrd menos necesidad de comprar

grano para su hogar y podra vender los excedentes.

El principal problema que atraviesan las instituciones de investigacion publica dedicadas a la
generacion de nuevas tecnologias, en la actualidad es la falta y reduccion del presupuesto
econdmico para poder realizar actividades como difusion de los eventos que realizan las
instituciones, y la transferencia de tecnologia. Los productos que genera la investigacion pablica
es de muy buena calidad, el problema es que no hay forma de hacerlo llegar a los consumidores
finales, que son los agricultores, es urgente contar con semilla de progenitores de los nuevos
hibridos y promover microempresas de semillas para abastecimiento de ellas y corregir la

distorsion en semillas.

La UNAM e INIFAP presentan situaciones complejas, como es poder llegar a competir con las
grandes empresas, los grandes monopolios que dominan el mercado de semillas del pais, estas
instituciones no cuentan con la logistica para establecer una campafia mercadotécnica, como lo
hacen las empresas semilleras nacionales y transnacionales, pero si se tiene la conciencia y el
conocimiento para generar y producir semillas altamente productivas con un enfoque de

conservacion sustentable de los recursos genéticos del pais.
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En México, por parte de las instituciones de investigacién publica se tienen pocas referencias
de trabajos con androesterilidad y restauracion de la fertilidad masculina en el cultivo de maiz, mas
que el trabajo de Mendoza et al. (2006), y mucho menos que generen variedades mejoradas de
maiz. Se sabe y se conoce que las empresas privadas generan del 80 al 90% de sus variedades
utilizando progenitores androestériles, pero su objetivo no es publicar o dar a conocer las
caracteristicas de sus progenitores. El hecho de tener las herramientas de esterilidad citoplasmica
masculina y restauracion de la fertilidad masculina en sus progenitores femeninos y masculinos
(Tadeo et al., 2016; Espinosa et al., 2018), respetivamente, nos permite desarrollar sistemas de
produccion de semilla eficiente y de calidad. Lo anterior se puede replicar por los agricultores
formando pequefios grupos o asociaciones de produccién de semilla para comercializar a nivel
local la semilla que llegaran a producir, a menor precio que las empresas semilleras trasnacionales.
Consecuentemente, en esta actividad es donde uno como profesionista puede participar en la

asistencia técnica y en la capacitacion de los agricultores para que produzcan su propia semilla.

En esta investigacion se puede apreciar la importancia del trabajo interinstitucional en equipo,
donde cada uno de los integrantes del Consejo Particular aporta de manera muy significativa sus

conocimientos y experiencia sobre los temas que se abordaron en este documento.

Al concluir esta investigacion, se pretende continuar promocionando las variedades mejoradas
que se evaluaron en éste trabajo y las que estan en proceso de liberacion comercial para su adopcién
en los Valles Altos de México, con la finalidad de llegar a la autosuficiencia agricola en la
produccion de este grano basico para la alimentacion de la poblacion, y los diferentes usos que el
maiz tiene en nuestro pais (maiz pozolero, elotero, para la elaboracion de totopos, para producir

grano y semilla, inclusive forrajero).
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con las diferentes investigaciones que se llevaron con hibridos experimentales de
progenitores androestériles y con restauracion de la fertilidad masculina, se pueden establecer las

siguientes conclusiones generales:

En el estudio de androesterilidad y capacidad de la restauracion de la fertilidad masculina, la
productividad de grano y semillas en lineas e hibridos de maiz, en los experimentos establecidos
en los ciclos primavera-verano 2013, 2014 y 2015 se concluye que los genotipos experimentales
que utilizaron el macho restaurador de la fertilidad MIA44 R en la conformacién del hibrido final
(IA446FX1A442F) X MIA44 R, (IA424FXIA249) X MIA44 R, (IA442AECXIA249) X MIA44
R, y (IA424AECXIA249) X MIA44 R presentaron rendimientos similares a los de los hibridos
comerciales Tsiri Puma y H-50, que rindieron 6430 y 6397 kg ha*, respectivamente. Los niveles
de productividad mostrados por los hibridos experimentales apoyarian su liberacion comercial por
su buena competitividad en relacion con los testigos. Para esta linea macho restauradora de la
fertilidad (MIA44 R), se confirmo su capacidad restauradora de la fertilidad por completo en las
cruzas donde particip6, por lo que puede sefialarse que dicha capacidad en esta linea es

genéticamente estable.

Los genotipos con menores efectos de interaccion GE y que se consideraron los més estables
por el método AMMI fueron el hibrido con fertilidad restaurada (I1A424AEC X M18) X MIA44 R
y el H-51 AE, con rendimientos inferiores a la media general del estudio, pero mayores a la media
nacional (3 600 hg ha'). EI mejor ambiente de prueba para este modelo fue FESC-UNAM 2015

por sus bajos valores de CP1, y su rendimiento medio mayor a la media general de la investigacion.

El modelo SREG identificé a los hibridos H-50, Tsiri Puma, (IA446F X 1A442F) X MIA44 R,
y H-51 AE como los més estables y con adaptacién especifica en los ambientes FESC-UNAM
2014 (3) y CEVAMEX 2014 (4), los cuales conformaron de manera espacial en el GGE biplot

SREG, el mega-ambiente méas grande en este analisis.

Ambos modelos son complementarios para el estudio de la interaccion GE y la determinacién
de genotipos estables, pues ambos presentan herramientas sencillas para poder interpretar de una
manera eficiente la interaccion de los genotipos en los ambientes de prueba. EI modelo AMMI es
mas eficiente para explicar la interaccion GE, y para definir a los genotipos estables. EI modelo
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SREG hace un agrupamiento en mega-ambientes de los ambientes de prueba, lo cual facilita definir
los genotipos con adaptacion en ambientes especificos.

En la investigacion para determinar la productividad de hibridos de maiz fértiles y androestériles
con restauracion de fertilidad en Valles Altos de México, en los experimentos establecidos en el
ciclo primavera-verano 2016, se concluye que los mejores rendimientos correspondieron a hibridos
con fertilidad restaurada CSRM X MIA46 y Atziri Puma, que superaron a los testigos comerciales,
sin capacidad restauradora de la fertilidad masculina, lo que los sefiala con perspectivas favorables
de uso comercial. EI ambiente de FES Cuautitlan, UNAM tuvo mayor productividad, en

comparacion con la localidad CEVAMEX, INIFAP en sus dos fechas de siembra.

En el estudio de estabilidad del rendimiento en hibridos de maiz con restauracion de fertilidad
masculina en Valles Altos, se definio que los genotipos con menores efectos de interaccion GE por
sus valores del componente principal 1 fueron el Tlaoli Puma 4, Atziri Pumay CSRM X MIA46.
El hibrido que se consideré6 mas estable por el método AMMI fue el hibrido con fertilidad

restaurada Tlaoli Puma 4.

En la investigacion para definir la identificacion del tipo de androesterilidad citoplasmica en
lineas y cruzas simples de maiz de la UNAM e INIFAP, de acuerdo con las actividades realizadas
en el laboratorio de Biotecnologia y Patologia de Semillas, del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, mediante la amplificacion del gel de agarosa de los productos obtenidos de la PCR, se
logré determinar que la fuente de esterilidad citoplasmica masculina de los 19 genotipos
progenitores de los hibridos de maiz generados en UNAM e INIFAP, pertenecen a la fuente “C”
(Charrua). Es necesario realizar pruebas de resistencia o susceptibilidad a Bipolaris maydis a los
genotipos evaluados en esta investigacion, para descartar cualquier problema fitosanitario en el

incremento de semilla de los progenitores androestériles.
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