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Por otra parte, la poliembrionia (PE) es otro fendmeno de interés en maiz por su
cualidad de producir dos 0 més plantas productivas por semilla, y que se relaciona con
proteinas de calidad y mayor contenido de aceite en el grano que el maiz comun.

En este trabajo fueron combinadas las poblaciones D, poliembrionica (PE), y E,
Tuxpefio de alto aceite (AA); a partir de las cuales se derivaron nueve dosis de
germoplasma PE:AA (0, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 y 100 %) por la via de filiales
y retrocruzas; con el proposito de: i) constituir el germoplasma base para la derivacion
de variedades de alta calidad nutrimental del grano a mas de otras cualidades de
importancia agronémica-economica; ii) identificar las dosis de germoplasma PE:AA que
confieran la mayor calidad nutrimental de grano, i. e. mayor concentracion de grasa
cruda, proteina cruda, y lisina; y iii) ubicar las dosis de germoplasma PE:AA que
presenten la posibilidad de una rapida recuperacién de la poliembrionia.

Las variables de respuesta fueron: germinacion (GE), frecuencia de poliembrionia
(PE), en invernadero; contenidos de Grasa y proteina cruda (GC, PC) y lisina (Lis), en
laboratorio. Los tratamientos (dosis) para las variables de invernadero asi como los de
analisis quimicos fueron manejados en un disefio completamente al azar con tres
repeticiones, con excepcion de lisina, que se trabajo con dos repeticiones. Los datos
fueron sometidos al ANVA correspondiente; la prueba de medias, cuando procedid, fue
via Tukey, a = 0.05. Tambien, fue aplicado un analisis de regresion lineal para
determinar la dependencia de las variables GC y PE con las diferentes dosis de
germoplasmas (dosis). Para probar el mecanismo de herencia que controla la PE, fue
aplicada una ji-cuadrada (X?) de bondad de ajuste. Los promedios de todas las variables
se analizaron mediante la técnica de analisis de conglomerados y componentes

principales.



Los andlisis indicaron diferencias para todas las variables (P < 0.01); la variable
GE, fue mejorada de manera significativa en la entremezcla de las dos fuentes de
germoplasma (PE:AA), con valores que van de 96 a 99 %. Como se esperaba, la
combinacion de fuentes PE:AA presentd un efecto de enmascaramiento del fendomeno
PE, el cual no se expreso en la F; (proporcion PE:AA de 50 %); también, de acuerdo a lo
esperado, el fendbmeno se hizo evidente cuando D alcanz6 dosis mayores, i.e. 62.5, 75,
87.5y 100 %. EIl analisis de regresion aportd evidencias de que la PE presente en D se
relaciona con las dosis de germoplasma (P < 0.05; R? = 87.2). Los resultados de la X*
para probar la hipdtesis de herencia monogénica, homocigotica recesiva en frecuencias
de PE mostro diferencias (P < 0.01) en F, y RC;. por lo tanto, se rechaza la hipotesis de
que la PE estuviera controlada por un gen, dos alelos homocigotos recesivos (3:1en F, y
de 1:1 en RC,); esto, por que la frecuencia de PE en F, fue de s6lo 3.4 % y en RC; de
25.1 %. Estos resultados requieren de plantear una hipdtesis alterna, la cual pudiera ser
un caso de interaccion génica de dos loci, con epistasis doble dominante, de penetrancia
incompleta.

Los valores para variables GC, PC y Lis se ubicaron en los intervalos 5.6 a 8.3 %,
de 85a11%y2.2a4qg lisina/100 g de proteina, respectivamente; las poblaciones D y
E fueron superiores (de 12 a 70 %) en GC al testigo de maiz comun. El analisis de
regresion lineal para GC con respecto a dosis fue significativo (P < 0.01, R? de 97 %) y
mostrd una relacion lineal negativa cuando se aumento la dosis de D. La comparacion de
medias (Tukey, o = 0.05) para GC en Filiales, Retrocruzas mostrando un efecto de
direccion de cruza; ademas, tanto en Filiales como dosis de germoplasma, se observd
una respuesta gradual relacionada a la proporcion de germoplasmas PE:AA; este
comportamiento es comparable a los casos historicos de herencia poligénica descrita por

X



East (1936). En este contexto, es probable que la genética que gobierna la concentracion
de aceite en el grano de estas poblaciones y genotipos agrupados en las dosis utilizadas,
sea de herencia poligénica.

La concentracion de PC determinada en este trabajo no se relacion6 en ningun
sentido con las dosis de germoplasmas. Por otra parte, el contenido de lisina no mostré
diferencias estadisticas entre dosis intermedias; no obstante, eéstas son 17 % superiores al
progenitor de alto aceite (2.2 %); como se esperaba la poblacién PE obtuvo el valor mas
alto (4 %), comparable al maiz QPM.

Las dosis Optimas (que combinan PE:AA) para calidad nutrimental en grano
fueron las de combinacion intermedias (Lis = 2.7 % y GC = 6.9 %), como puede
apreciarse, es necesario que en estos genotipos se recupere la PE, ya que es ésta la que
confiere valores mas alto para Lis (de 3 a 4 %). Las dosis de germoplasmas probadas
aqui son de valor genético, con potencial para generar variedades de maiz con calidad

nutrimental Lis-AA.

Xi



ABSTRACT

FORMACION Y CARACTERIZACION DE GRUPOS GERMOPLASMICOS

DE MAIZ, POLIEMBRIONICOS Y ALTO CONTENIDO DE ACEITE

POLYEMBRYONIC AND HIGH OIL MAIZE GERMPLASM GROUPS
DERIVATION AND CHARACTERIZATION

BY

VICTOR MANUEL GONZALEZ VAZQUEZ

DOCTOR DEGREE IN PLANT BREEDING

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, MEXICO, DECEMBER, 2009

DR. JOSE ESPINOZA VELAZQUEZ - - -advisor- - -

Keywords: Zea mays L.; nutritional quality of grain, crude fat, lysine;

polyembryony.

The specialty corns (Zea mays L.) include high oil materials, which represent an
alternative to generate varieties of grain nutritional quality. On the other hand,

polyembryony (PE) is another phenomenon of interest in maize for its ability to produce
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two or more productive plants per seed, and that relates to high-quality protein and more
oil content in grain than the common maize.

The main objective in this research was the merging germplasm of populations D,
polyembryonic (PE) and E, a high oil (AA) in order to generate nine proportions PE: AA
(doses 0, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 and 100%) by means of filial and
backcrossing with the goal of: i) to provide the germplasm base for the derivation of
varieties of high nutritional quality of grain besides other qualities of agronomic and
economic importance; ii) to identify the proportions of germplasm PE: AA conferring
greater nutritional quality of grain, i.e. greatest concentrations of crude fat, crude protein
and lysine; and iii) to locate the genotype the PE:AA dose that facilitate the possibility
of a rapid recovery of polyembryony from the segregating genotypes.

The Response variables were: germination (GE) and polyembryony frequency
(PE), under greenhouse conditions; and the crude fat, crude protein (GC, PC) and lysine
(Lis) in laboratory. The treatments for the greenhouse variables and the ones for
chemical analysis were handled in a completely randomized design with three replicates,
except in the case of Lisine which was worked with two replicates. The data was
analyzed through the proper ANOVA; a Tukey (o = 0.05) test was applied when
proceeds. A linear regression analysis was also applied in order to determine the
dependence of the variables GC and PE with different proportions PE:AA germplasm.
To test a possible Mendelian inheritance pattern for the PE trait, a goodness of fit chi-
square test (X?) was applied. The means of all variables were analyzed by Cluster
Analysis and the Principal Component analysis techniques.

The results indicated differences for all variables (P < 0.01); GE was improved
significantly in the intermixing of the two sources of germplasm (PE: AA), with values
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ranging from 96 to 99%. The combination of PE:AA sources at the F; level submitted a
masking effect of the PE phenomenon, but higher rates of D germplasm, i.e. 62.5, 75,
87.5 and 100% restored the presence of the trait. The regression analysis provided
evidence that the PE present in D is related to germplasm proportions (P < 0.05, R% =
87.2). The X results, testing the hypothesis of Mendelian monogenic inheritance, for the
PE frequency showed differences (P < 0.01) in F, and RC; cases; therefore, the null
hypothesis was reject (3:1 in F; and 1:1 in RCy).

The values for GC, PC and Lis variables were in the intervals 5.6 to 8.3%; 8.5 to
11%; and 2.2 to 4 g lysine/100 g protein, respectively; the populations D and E, were
higher (from 12 to 70 %) for GC than the control (common maize). The linear regression
analysis on GC doses effect was significant (P <0.01, R? of 97%) and showed a negative
linear relationship whenever D germplasm doses increased. The mean comparisons was
also significant for GC in filials and back-crossings taking into account the cross
direction; besides, both filials and PE:AA proportions it was observed a gradual
response.

These behavior is comparable to the historical cases of polygenic inheritance
described by East in (1936). In this context, it is likely that the genetic control of oil
content in the seed in these populations and their generated proportions, groups in the
seven different doses, could be of polygenic inheritance.

The PC concentration determined in this work was not related in any way with the
proportions of germplasm. Moreover the lysine content has showed no statistical
differences between intermediate doses, but these were 17% higher than the high oil
parent (2.2%); as it was expected, the PE population was the highest in lysine content

with a value of 4%, comparable to QPM maize.
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The optimal ratios (PE: AA doses) for grain nutritional quality were in the
intermediate combination (Lis = 2.7% and G = 6.9%); as it can be deduced, it is required
to recuperate the PE condition in those intermediate genotypes because of this trait
capability to concentrate the lysine amino acid in the seed (3 to 4 %). The germplasm
proportions generated and tested here have the potential to be useful in the design of new

maize varieties with an outstanding nutrimental grain quality (Lis-AA).
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I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.), ademas del uso ancestral en la alimentacion humana y
pecuaria, se ha convertido también en una fuente de materia prima para la industria;
estas aplicaciones requieren en la actualidad de maices especializados, de acuerdo al uso
que se pretenda, situaciébn que genera un area de oportunidad para que los

fitomejoradores disefien y propongan opciones varietales hacia esas aplicaciones.

La produccion comercial del maiz se orienta basicamente en tres tipos, el dentado
de amplia utilizacion en la alimentacion y procesos; los dulces, consumo humano y
jarabes; y los denominados como maices de valor agregado (value enhanced corn). La
aplicacion es variada, sea en el disefio de dietas balanceadas para animales o de amplio

uso industrial y de calidad nutrimental para humanos.

El maiz de alto contenido de aceite (conocidos como maices HOC, high oil corn)
es una de las variantes hacia la industrializacion del cereal, sea para aceites comestibles
o dietas pecuarias. La tecnologia actual para variedades alto aceite es reducida a los
hibridos denominados “Top cross” utilizados principalmente en EUA. (Thomison et al.

2003). En México por otro lado, esta caracteristica no se atiende debido, entre otras
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cuestiones, a que no se cuenta con variedades comerciales de alto aceite (Coutifio et al.

2008).

Por otra parte, la poliembrionia (PE) es otro fendmeno de interés en maiz por su
cualidad de producir dos o mas plantas productivas, probablemente causado por la
presencia de dos o mas embriones por semilla; ademas de esta ventaja, se pueden
agregar las de: reduccion en la cantidad de semilla para siembra; mas produccion de
materia seca; e incremento de la calidad nutrimental del grano (Pesev et al., 1976;

Rodriguez y Castro 1978; Castro, 1979; Espinoza et al., 1998; y Musito et al., 2008).

En este contexto, el Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (IMM-UAAAN), ha generado dos
poblaciones de alta frecuencia poliembrionica, denominadas UA-IMM-BAP (enana) y
UA-IMM-NAP (altura normal), (Rodriguez y Castro 1978; Castro, 1979; Espinoza et
al., 1998; Musito et al., 2008); estas poblaciones, ademas de alta poliembrionia,
presentan caracteristicas deseables como: alto contenido de aceite (5.5 a 6 %) y lisina (3
a 4 %); por otra parte, la coleccién de materiales del CIMMYT cuenta con una
poblacidon que contiene aceites en niveles de 8-9 %, que es el caso de la poblacion de

alto aceite, Tuxpefio-AA, (Espinoza et al., 1999; Valdez et al., 2004, Valdez, 2005 ).

Es de interés de este trabajo utilizar los materiales: poliembriénica BAP y
Tuxpenio-AA con la finalidad de aprovechar sus atributos de calidad proteica y

contenido de aceites, superiores al maiz comun, para integrar combinaciones de
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germoplasma poliembrionico: alto aceite (PE:AA) que sirva como base para la
generacion de genotipos de utilidad en futuros trabajos de mejoramiento hacia la calidad

nutrimental del grano.

Objetivos

Constituir el germoplasma base para la derivacion de variedades de alta calidad

nutrimental del grano a mas de otras cualidades de importancia agronémica-econémica.

Identificar la dosis de germoplasma PE:AA que confieran la mayor calidad

nutrimental de grano, i. . mayor concentracion de grasa cruda, proteina cruda, y lisina.

Ubicar las dosis de germoplasma PE:AA que presenten la posibilidad de una

rapida recuperacion de la poliembrionia.

Hipotesis

Existe una correlacion positiva entre poliembrionia y contenido de grasa cruda y
lisina, por lo que la hibridacion con una fuente de alto aceite puede incrementar la

calidad del grano de los grupos que combinen diferentes dosis PE:AA.



La condicion de semillas prolificas (PE) en las poblaciones poliembridnicas del
IMM-UAAAN, se comporta como si fuera un caracter recesivo de herencia mendeliana
al cruzarse con fuentes no poliembrionicas, por lo que se tendra una manifestacion
diferencial del fendmeno en las diferentes vias en que se generaran las diversas dosis de

germoplasma i.e. filiales, retrocruzas y cruzas entre éstas.



Il. REVISION DE LITERATURA

Maices de Especialidad

El mejoramiento de plantas se puede dividir en tres etapas: 1) domesticaciéon y
seleccion masal fenotipica; 2) seleccion en base a pruebas de progenie en ensayos
(seleccion genotipica); y 3) el mejoramiento por la via de transgénesis (produccion de
plantas transgénicas), que es una nueva era en el mejoramiento de plantas basado en la
seleccion genotipica directa (llamado asi por que el gen(es) de interés esta ligado al
marcador molecular). En EUA, desde 1996, las variedades transgénicas ofrecen nuevas
soluciones para algunos problemas como son: resistencia a herbicidas no selectivos,
resistencia a plagas y enfermedades asi como maices de alto valor agregado (Lamkey y

Lee, 2006).

En México, la mayor utilizacion del maiz es como alimento ya sea de uso pecuario
o humano, ademas en los ultimos afios se ha incrementado la utilizacion en procesos
industriales, lo que ha generado la necesidad de contar con maices especializados, de
acuerdo al uso que se pretenda; lo que obliga a los mejoradores a trabajar para satisfacer

nichos de mercado cada vez mas especializados, por ejemplo, la industria aceitera, que
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en agricultura por contrato puede pagar un sobre precio por los maices de alto contenido
de aceite, asi como los criadores de pollo de engorda que pueden balancear dietas con
mayor cantidad de energia (Feed & Grain, 1998); otra forma de maiz con valor agregado
es el de alto contenido de almiddn, que se utiliza ampliamente en la produccién de
etanol, ya que el almidon es la fuente de carbon para la produccién de etanol (Clark et
al., 2006); o de la misma forma proveer a la poblacién humana de escasos recursos un
alimento enriquecido con grasa, proteinas e incluso vitaminas que puede ayudar a
combatir la desnutricién humana presente tanto en paises subdesarrollados como en vias
de desarrollo, y por lo tanto una de las mejores alternativas para dar mayor utilidad a

este cereal, es mejorando su calidad de grano (Lamkey y Lee, 2006).

De acuerdo con fuentes recientes, la composicion nutrimental del grano de los
hibridos tipicos de maiz moderno contiene alrededor de 4 % de aceite, 9 % proteina, 73
% almiddn y 14 % de otros constituyentes, principalmente fibra (Paliwal et al., 2001 y
Clark et al., 2006). La calidad de grano puede ser mejorada por la alteracion de los
constituyentes primarios del grano anteriormente mencionados y asi crear variedades
mas aptas para usos especificos (Clark et al., 2006). Se denomina maiz de alta calidad o
maiz de uso especializado a aquellas variedades a las cuales se les ha incorporado la
capacidad genética para producir grano, con dosis superiores en cuanto a aceite, proteina

y almidon; dependiendo del uso para el que se esté proponiendo dicha variedad.
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El maiz especializado es una necesidad, primero para proveer alimento de mejor
calidad nutrimental para el hombre y su ganado y segundo para generar materia prima
adecuada para los diferentes procesos industriales. La utilizacion de hibridos
transgénicos y la tecnologia TopCross en los paises desarrollados ha tenido éxito, sin
embargo en Meéxico solo el 20.3% de la superficie de maiz es sembrada con
germoplasma mejorado y dentro de ese porcentaje, el 73% son variedades de
polinizacién libre (CIMMYT, 2009), por lo que es deseable que el productor mexicano

cuente con variedades de alta calidad.

Aceites en el Grano de Maiz

Dentro del amplio espectro de usos que puede tener el maiz especializado, se
encuentra el de maices de alto contenido de aceite, area en la que la referente mas
conocida a nivel internacional son las poblaciones IHO y la ILO de alto y bajo aceite de
Illinois por sus nombre en ingles (Illinois High Qil y Illinois Low Oil) donde, después de
104 ciclos de seleccion la media de aceite increment6 de 47 a 206 g kg™ (4.7 a 20.6 %)
para el IHO sin una aparente reduccién en la respuesta a la seleccion, y la media para el
ILO decreci6 a menos de 10 g kg’ (1 %) después de 87 ciclos de seleccion, el
experimento con el 1LO fue terminado después de 89 ciclos por contener cantidades de
aceite tan bajas que era muy dificil su cuantificacion (Dudley y Lambert, 1992; vy
Lambert, 2001; Clark et al., 2006). Sin embargo la referente de maiz comercial de alto

contenido de aceite es el TopCross de DuPont que es ampliamente utilizado en los
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Estados Unidos de América y el cual se caracteriza por contener de 7.2 a 8.2 % de

aceite en grano (Thomison et al., 2003).

En Meéxico, el estudio y desarrollo de variedades de alto contenido de aceite ha
sido limitado, por lo que adn no existen en el mercado nacional, variedades comerciales
con alto contenido de aceite (Coutifio et al.,, 2008), estos autores realizaron un
programa de mejoramiento de seleccion recurrente de familias de medios hermanos para
incrementar el contenido de aceite en maiz comiteco, después de dos ciclos de seleccion,
encontraron, que el contenido de aceite se incremento de 3.7 Cy a 4.07 % C, (P < 0.05),

pero el contenido de proteina disminuy6 con la seleccion.

El maiz HOC (hig oil corn) debe su alto contenido de aceite al incremento en la
porcion del germen de grano; también hay un incremento correspondiente de 0.38% en
proteina por cada incremento de 1 % en aceite. Un incremento de 1 % en la
concentracion de grasa cruda resulta por lo general en una disminucién de 1% de
almidén. EI aumento en la fraccion del germen a costa del endospermo, mejora la
calidad de la proteina del todo el grano de HOC. Las variedades HOC contienen entre 6

y 8 % de aceite, y 8 % de proteina cruda (Feed & Grain, 1998; Thomison et al., 2003).

Un caso especial de maices de alto contenido de aceite lo presenta Valdez, (2005),

donde al realizar un analisis bromatolégico en dos poblaciones poliembrionicas del
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IMM-UAAAN, denominadas Normal de Alta Poliembrionia (IMM-UAAAN-NAP) y
Braquitica de Alta Poliembrionia (IMM-UAAAN-BAP), encontrando alrededor de 6 %
de aceite en el grano, una relacion de acidos grasos oléico/linoléico muy cercana a uno
(0.98 en promedio), calidad que fue estadisticamente superior a la presentada por la
poblacién Tuxpefio Alto Aceite de CIMMYT, la cual presentd una relacion

oléico/linoléico de 0.86.

En Los Estados Unidos de América, los avances en técnicas moleculares también
han sido aplicadas en la seleccion de genotipos con alto contenido de aceite, un ejemplo
de relevancia es el trabajo realizado por Clark et al., (2006), donde se han identificado al
menos 40 loci de caracteristicas cuantitativas (QTL’s) para concentraciones de aceite,
proteina y almidon, los cuales tienen efecto pequefio e implicaciones en las estrategias
de mejoramiento en la composicién quimica del grano. Encontraron también
correlaciones entre los QTL’s que sugieren la posibilidad de desarrollar lineas de alto

aceite y proteina simultdneamente.

En esta misma linea, estudios realizados por Wassom et al., 2008, trabajando con
materiales derivados de maiz de alto aceite de Illinois (lllinois High Oil), y utilizando
marcadores moleculares y analisis de QTL; desarrollaron un mapa genético con 110
marcadores, el cual explicd 46.9, 45.2, 44.3 y 17.7 % de la varianza genética para aceite,
proteina, almidon y peso del grano respectivamente en la retrocruzas uno (RC;) hacia

una linea de maiz comun. También de relevancia es el hecho de que la introgresion de
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estos QTL en las lineas incrementa el aceite y mantienen el rendimiento. Lo que es de
gran utilidad ya que el maiz Illinois High Oil, puede ser utilizado como fuente de
germoplasma de alto aceite y con la asistencia de marcadores moleculares se podria
seleccionar Unicamente las lineas portadoras de estos QTL y asi ahorrar una gran

cantidad de trabajo y recursos en la seleccion de lineas.

El aceite del grano de maiz esta fundamentalmente en el germen y esta
determinado genéticamente, con valores que van del 3 al 18 por ciento (FAO, 1992). Los
aceites (lipidos) se han clasificado de varias formas; la mas satisfactoria es la que se basa
en la estructura de sus esqueletos de carbono y se definen como sigue: (1) Lipidos
complejos, los cuales se caracterizan por que contienen &cidos grasos como
componentes; comprenden a los acilglicéridos, los fosfoglicéridos, los esfingolipidos y
las ceras. Reciben también el nombre de lipidos saponificables porque producen jabones
(sales de acidos grasos) por hidrdlisis alcalina; (2) lipidos sencillos, que son los que no
contienen &cidos grasos y no son por tanto, saponificables, comprenden a los terpenos

esteroides y las prostaglandinas (Mertz, 1989).

Aunque los acidos grasos (AG) se encuentran en celulas y tejidos en cantidades
muy grandes como componentes fundamentales de los lipidos complejos, en estado libre
aparecen solamente en trazas. Se han aislado unas 100 clases diferentes de &cidos grasos
procedentes de diversos lipidos de animales, vegetales y microorganismos. Todos ellos

poseen una cadena hidro-carbonada larga con un grupo carboxilo terminal, y difieren
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entre si por: a) la longitud de la cadena de carbono, b) presencia o no de dobles enlaces,
y ¢) configuracion de los dobles enlaces; los AG mas abundantes son aquellos que

contienen de 16-18 carbonos en estructura abierta.

Se consideran acidos grasos esenciales a los que se precisan en la dieta de
mamiferos. El &cido graso esencial mas abundante en los mamiferos es el acido
linoléico, que integra del 10 al 20% de los acidos grasos totales de sus triacilglicéridos y
fosfoglicéridos. Los acidos grasos esenciales insaturados incluyen los mono-insaturados,
con una doble ligadura en la cadena de carbonos, y los poli-insaturados, que tienen dos o
mas dobles ligaduras en alguna parte de la cadena de carbonos. De los mono-insaturados
el mas importante es el acido oléico. Dentro de los &cidos grasos poli-insaturados estan
los omega 6 y los omega 3, que son esenciales y deben ser aportados por la dieta. El
acido linoléico es el precursor de los acidos grasos omega 6 y el acido a-linolénico lo es

de los &cidos grasos omega 3 (Amadori, 1989).

Existe una considerable variacion en el contenido de aceite en el genoma del maiz
donde la mayor parte estd contenido en el embrién, ocupando el 33.2 % del mismo
(Dale, 1997; Paliwal et al., 2001). Los triacilglicéridos son el componente mayoritario
del aceite de maiz, estos contienen una mezcla de AG saturados e insaturados; La
composicion media de acidos grasos del aceite de maiz tiene un bajo nivel de acidos
grasos saturados: acido palmitico (16:0) y estedrico (18:0), 11.2 'y el 2 %,

respectivamente. En cambio, contiene niveles relativamente elevados de acidos grasos
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poliinsaturados, fundamentalmente &cido linoléico (18:3), 58.8 %, acido oléico (18:1),
25.9 % vy cantidades reducidas de acidos linolénico (18:3), 1.3 % y trazas de
araquidénico (20:0) y otros ( Paliwal et al., 2001; Lambert, 2001; Thomison et al.,

2003).

Por otro lado el maiz de alto aceite (AA) contiene 11.6 % palmitico, 2.5 %
estedrico, 34.6 % oléico, 49.5 % linoléico y 1 % otros (Thomison et al., 2003) Ademas,
el aceite de maiz es relativamente estable, por contener Unicamente pequefias cantidades
de acido linolénico (0,7 por ciento) y niveles elevados de antioxidantes naturales (FAO,

1992).

Generalmente, se acepta el aceite de maiz como de alta calidad cuando el
contenido del AG oléico es superior al reportado en el maiz comin, por lo que puede
mejorarse la calidad del aceite por el incremento en la concentracion de acido oléico
(Wassom et al., 2008). El acido oléico contribuye a aumentar en el organismo los
niveles de lipoproteinas de alta densidad HDL (colesterol bueno); estas lipoproteina se
encargan principalmente de retirar el exceso de colesterol malo de los tejidos,
equilibrando de esta forma la alimentacion, ademas el acido oléico representa una fuente
de energia asimilable, es de facil digestion, y aumenta la secrecion de hormonas

digestivas y la de acidos biliares (Manthey, 2002).
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En trabajos relacionados a la herencia de los acidos grasos oléico y linoléico
presentes en el grano de maiz, Windstrom y Jellum (1984) informan de una correlacion
negativa entre ellos y que los genes que controlan su composicion se localizan en el
brazo largo del cromosoma 5; también encontraron indicios de que existen genes que
controlan el acido linoléico en el brazo corto del cromosoma 4, y en el corto del

cromosoma 1.

Por otro lado, un estudio realizado por Wright (1995), se encontr6 una mutacion
en la variedad B73 SME mejorada, que aumenta la concentracién del acido oléico en la
semilla de maiz. Esta mutacién (designada Olcl) tiene un efecto parcialmente
dominante. Las concentraciones del &cido oléico en los no mutantes B73, heterocigoto
Olcl y homocigoto Olcl son aproximadamente 27% y 35% respectivamente y de 52%
en la F, del mutante B73. Las translocaciones indican que el gen Olcl se localiza en el

brazo largo de cromosoma 1.

El maiz de alto contenido de aceite (AA), se esta utilizando en los Estados Unidos
de América, porque contiene de 1 a 2 veces mé&s aceite, asi como proteinas de alta
calidad que el maiz amarillo normal (Paul, 2002). Siendo atractivo como alimento para
ganado porque el contenido caldrico del aceite es 2.25 veces mayor que el del almidén
en base a peso y estudios realizados en alimento para ganado mostraron una mayor
proporcion de ganancia en peso (> 7 %) en alimento preparado con maiz de alto

contenido de aceite comparado con el maiz normal y puede reemplazar a otras fuentes
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dietéticas mas caras (Lambert, 1994; Lambert et al., 2004). Sin embargo su potencial de

rendimiento es bajo comparado con el maiz normal (Paul, 2002).

La informacién aqui presentada, es consistente debido a que tanto el contenido
aceite como de proteina en el grano de maiz puede ser de herencia poligénica y que la
utilizacion de marcadores moleculares ha permitido ubicar a ciertos QTL’s involucrados
en el mejoramiento de la calidad del grano en cuanto a aceite y proteina se refiere;
también es relevante el hecho de tener ubicados a los genes que influyen sobre los acidos
grasos oléico y linoléico, los cuales se localizan en al menos tres cromosomas del
genoma del maiz. Asi mismo la poliembrionia, es un fendmeno que nos puede permitir
aprovechar los contenidos de aceite presente en las poblaciones IMM-UAAAN-NAP y
IMM-UAAAN-BAP para constituir grupos genéticos de alto contenido de aceite, que

deriven en la conformacion de variedades especializadas.

Calidad Proteica en Maiz

La mayor parte del maiz producido en el mundo es utilizado para alimentacién
humana y pecuaria; sin embargo, se considera que el maiz es un cereal de pobre calidad
nutricional en cuanto a proteina. Aun cuando el maiz comun contiene valores de 4 — 10
% de proteina, ésta es de pobre valor nutricional comparada con la proteina de origen

animal (Lamkey y Lee, 2006). La deficiencia es el resultado de un desbalance de
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aminoacidos, bajo contenido proteinico (Azebedo et al., 2006) y deficiente en dos

aminoéacidos esenciales: Lisina y Triptéfano (Huang et al., 2004).

Las proteinas son el resultado de distintas combinaciones de los veinte
aminoéacidos naturales; los aminoacidos se unen en largas hileras o cadenas, mantenidas
por enlaces peptidicos. Para sintetizar sus proteinas esenciales, cada especie necesita
disponer de los veinte aminodcidos, los cuales se clasifican en esenciales y no
esenciales; estos Ultimos pueden ser sintetizados por el organismo, y los esenciales son
aquellos que deben de ser necesariamente incluidos en la dieta de humanos, como:
triptéfano, lisina, valina, fenilalanina, treonina, metionina, leucina, isoleucina. Las
plantas pueden fabricar sus aminoacidos a partir de nitrogeno, didxido de carbono y

otros compuestos por medio de la fotosintesis (Lehninger, 1981).

En los maices comunes, el endospermo comprende cerca del 84% del peso seco
del grano, el embrion abarca el 10% y el pericarpio y el escutelo componen el restante
6%. El endospermo del grano de maiz es la zona mas importante de almacenamiento de
los carbohidratos y de las proteinas sintetizadas por esta especie fotosintéticamente
eficiente; por lo general, la proteina en el grano del maiz se encuentra contenida
principalmente en el endospermo, 75-85% de la proteina total, y en el embrion 15-20%

(FAO, 1993).

Los programas de mejoramiento genético para proteina, son orientados para
mejorar la calidad proteica mas que para incrementar el porcentaje de proteina en el

grano. La referencia a nivel mundial en cuanto a calidad de grano, es el programa de
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seleccion divergente para concentracion de aceite y proteina en el grano de maiz,
iniciado en la Universidad de Illinois en 1896 por C. G. Hopkins. Después de 105
generaciones en estas poblaciones se ha demostrado que la seleccion sigue siendo
efectiva (Dudley, 2007); este mismo autor informa de los contenidos de proteina para la
generacion 70, donde, la poblacion Illinois High Protein (IHP) y a la poblacién Illinois

Low Protein (ILP) presentan valores de 266 y 44 g kg™, respectivamente.

El descubrimiento del efecto quimico del mutante Opaco-2 (02) en la composicién
de la proteina de maiz realizado por Mertz et al. (1964). Llevd a un renovado interés y a
un esfuerzo para mejorar la calidad nutricional de la proteina del maiz. Debido a que la
calidad proteinica del maiz puede ser mejorada por el remplazo del alelo Opaco2 por el
alelo recesivo no funcional (0;), los granos con el homocigoto o, presentara un aumento
cerca del doble en los niveles de los aminoacidos esenciales lisina y triptofano.
Desafortunadamente, el gen 02 trajo consigo varias deficiencias fenotipicas inherentes:
bajo rendimiento, una textura blanda del endospermo y susceptibilidad a plagas y
enfermedades tanto en campo como en almacén (Vasal 1994; Gutiérrez-Rojas et al.,
2008). Estos defectos han sido eliminados por medio de cruzamientos y por la
acumulacién de genes modificadores adecuados los cuales han resultado en un grano
con un aspecto muy similar a los maices duros o dentados, con buen rendimiento y que
retienen el gen 02 y sus efectos positivos sobre la calidad de la proteina, llevando al

triptofano a niveles de 1 % y la lisina a 4 % (Vasal, 1994).
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Un progreso en el desarrollo de germoplasma de maiz de alta calidad de proteica

con altos rendimientos comparable al del maiz normal se obtuvo por medio de grupos de
genes de maices con proteinas de calidad, poblaciones y variedades de polinizacién
abierta por su adaptacion a distintas condiciones, y lineas endocriadas con buena aptitud
combinatoria para la produccion de hibridos de maiz de proteinas de calidad que pueden
fortalecer el cultivo y la produccion de este tipo de maices (Magnavaca et al., 1989;

Bjarnason y Vasal, 1992; Vasal, 1994).

Pixley y Bjarnason (1993) reportaron sobre los resultados de ensayos de cuatro
dialélicos con 28 lineas de maiz de proteinas de calidad derivadas de cinco poblaciones.
En estos ensayos los mejores hibridos de proteinas de calidad dieron un rendimiento
promedio de grano 14% superior a los mejores testigos; la concentracién de triptéfano
en el grano aumentd en 48% Yy su concentracion en las proteinas se increment6 en 60% a

los cuales denominaron QPM por sus siglas en inglés (Quality protein maize).

En México, diversas instituciones de investigacion también han desarrollado
genotipos de alta calidad proteinica (QPM), como son los maices liberados por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y por
el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT); los cuales de
acuerdo con los anélisis de los aminoécidos que contienen son mas ricos en lisina y
triptéfano (Vazquez et al., 2005); y de acuerdo con estos autores, los contenido de lisina

en maices QPM, no se afecta por el manejo agronomico. En otro trabajo con maices
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QPM realizado por Mendoza et al., (2006), reportan valores de proteina de 10.31 a 10.93
%, mientras que la lisina varié de 1.6 a 2 g lisina/100 g de proteina, para variedades del

maiz normal blanco y de 2.3 a 3.6 g /100 g de proteina para los QPM.

Por otro lado Vidal et al., (2008) determind la calidad proteinica en colectas de
maices criollos de la sierra de Nayarit, México, reportan valores de lisina para las
mejores grupos de 3.52 a 3.65 g de lisina/100 g de proteina y triptofano de 0.551 a .684
g triptofano/100 g de proteina, por lo que los autores concluyen que la calidad proteinica
de dichos maices es nutricionalmente aceptable, ya que los contenidos de lisina y

triptofano son comparables a los maices QPM.

Un fenémeno poco frecuente pero observable en maiz es la condicion de dos o
mas embriones, fendmeno estudiado por diversos autores (Sharman, 1942; Morgan &
Rappleye, 1951; Erdelska, 1996; Espinoza et al., 1998; Musito et al., 2008), y que se ha
relacionado con incrementos en la calidad de grano (Pesev et al., 1976; Espinoza et al.,
1999). En este sentido la calidad proteica del grano de la poblacién poliembridnica
IMM-UAAAN-BAP, es apreciable y presentan valores de Lisina de 4.6 y triptofano 0.5

g por 100 g de proteina (Valdez, 2005).

La utilizacion del maiz como alimento basico en la dieta de los mexicanos,

refuerza la necesidad de mejorar la pobre calidad proteica de este cereal. La informacion
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aqui presentada resume el trabajo clasico de mejoramiento por seleccion recurrente y
también el uso de genes mayores que confieren mejor calidad proteica a los genotipos
mejorados. El fendmeno de PE se ha documentado y dentro de los atributos encontrados

es una buena calidad proteica con altos niveles de lisina en los genotipos que la exhiben.

Poliembrionia (PE)

El fendmeno de poliembrionia en maiz es un carécter genético que imparte la
capacidad de producir semillas poliembriénicas y con alta calidad nutritiva (Musito et
al., 2008). Fendomeno que se puede definir como la emergencia de dos 0 mas embriones
de un ovulo o huevo, lo cual se puede observar directamente en pruebas de germinacion
con la emergencia de varias plantas nacidas de manera simultanea a partir de una sola

semilla (Figura 2.1).

La PE puede observarse en varias especies de angiospermas y gimnospermas
(Martinez y Gradziel, 2003) y ha sido documentada por largo tiempo en maiz (Sharman
1942; Morgan & Rappleye 1951; Erdelska 1996); una revision detallada del fenémeno la
presentd Webber (1940), este autor, clasifica a la PE como : a) Poliembrionia
esporofitica, aqui los embriones se forman de las células de la nucela o del integumento,
las cuales se dividen y se desarrollan dentro del saco embrionario, produciendo uno o
varios embriones; para el desarrollo de los embriones esporofiticos es necesario el
estimulo de la polinizacion y fertilizacion de la estructura reproductiva; b)

Poliembrionia segmentada (cleavaje); este tipo de PE es resultado de la separacion o
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division del cigoto o embrion joven en dos 0 mas unidades, cada uno de los cuales se
desarrolla en embriones por separado aunque fisicamente cercanos. Los embriones

segmentados son monocigoticos de origen, por lo que las plantas resultantes son

idénticas.

Figura 2.1. Plantula poliembriénica de la poblacion IMM-UAAAN-BAP, bajo
condiciones de invernadero.

Este autor también incluye otros tipos de PE como son: ¢) Poliembrionia simple;
en gimnospermas, la PE se debe a la formacion de huevos mdltiples a partir de una
megaspora, quienes se unen con el nicleo generativo proveniente del polen. Aunque la
produccidon de mas de un huevo u dvulo puede atribuirse a segmentacion, es probable

también que el caso de los embriones extras se deba a las sinergidas, fecundadas por un
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nucleo generativo extra; d) Poliembrionia euploide; incluye a los embriones maultiples
que dan lugar a plantas monoploides y euploides, reportado en varios géneros de plantas,
mayormente en gramineas; los casos mas comunes en este tipo de PE son los pares

diploide-diploide.

Webber (1940) también, separa el fendémeno como; e) Poliembrionia Verdadera y
falsa; cuando se producen varios embriones dentro del saco embrionario se designa
como poliembrionia verdadera, y por otro lado, la falsa poliembrionia es la produccién
de embriones derivados de varios sacos embrionarios; en este caso, los embriones se
derivan de: 1) megasporacitos de diferente nucela; 2) dos o mas megasporocitos,
megasporas hermanas en la misma nucela, y 3) el megasporocito normal y aposporio de

la misma nucela.

De acuerdo con Sharman (1942) y Pesev et al. (1976), los reportes cientificos del
fendmeno PE en maiz, data de los afios veinte (Siglo XX) cuando se encontraron plantas
dobles provenientes de semillas individuales, las cuales se denominaron como plantas

gemelas.

Los tipos principales de PE en maiz, detectados a partir de un analisis histologico,
esta en funcion del origen de los embriones, su localizacion en el grano, diferencias en
su estructura (tejidos comunes), y el tipo de germinacién (Erdelska, 1996). De acuerdo
con este autor, la PE se origina de tres maneras: embriones pares que provienen de sacos
embrionarios multiples, se ubican en lados opuestos, o a distancia, en el grano, carecen

de tejidos comunes y germinan independientemente; casos de gemelos o triples que
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provienen de células huevo individuales del saco embrionario o de células con
capacidades multi-huevo, estan estrechamente adheridas, pero estrictamente separados
por capas epidérmicas; con un endospermo en comun; las plumulas y radiculas son
independientes; y el caso de los poliembriones originados por multiplicacion de la célula
huevo (cleavaje), en vivo y de manera espontanea o después de alguna induccion,
comparten un suspensor comun, parte del escutelo y capas superficiales de radicula; por

ello, los embriones germinan con plumulas separadas pero un solo complejo radicular.

Un caso de poliembrionia forzada es el reportado por Morgan y Rappleeye (1951),
quienes informan de plantas multiples obtenidas de semilla provenientes de
cruzamientos de lineas puras con polen expuesto a varias dosis de irradiacion con rayos
X (600r, 2600r y 3720r); la PE observada aqui fue de 1.6%, 12.7%, y 18.1%,
respectivamente. Los autores informan que la radiacion no caus6é dafio en nimero de

cromosomas, observando siempre la dotacion completa de 20 cromosomas.

Otra causa de PE fue descrito por Hallauer y Miranda (1981) y se refiere a una
mutacion recesiva designada “gametofito indeterminado” (ig) y afecta al saco
embrionario de los homocigotes; algunos de los efectos de este gen son: esterilidad
masculina, 50% de casos en plantas igig; plantas abortivas o defectuosas, 25% de plantas
Igig; poliembrionia en 6% de semillas, endospermo normal, que recibieron el gen ig de
madres Igig o igig; y monoploidia en el 3% de los casos de cruzas con madres igig. De
este modo, el gen ig también ocasiona la pérdida de las funciones normales en el

desarrollo del gametofito femenino.
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Pesev et al., (1976) informan de dos poblaciones de maiz que presentan el caracter

PE en frecuencia inicial de 3.1%, observadas en el Instituto Yugoslavo del Maiz en los
afios 1963-1964, a partir de los cuales se desarrollé un programa de seleccion para el
caracter y la formacion de lineas endogamicas; los resultados en 10 afios de trabajo se
presenta a través de 12 lineas endogamicas, cuya frecuencia PE vario de 2.1% a 25.3%,
con superioridad de estas semillas en contenidos de proteina y grasa cruda, asi como

lisina, al compararlos con el maiz comun.

Estudios sobre Poliembrionia en maices del IMM-UAAAN

El estudio y manejo de plantas de maiz doble embrion o ‘“gemelas”,
(denominacion vigente de 1973 a 1995), o poliembridnicas, denomina asi de 1996 a la
fecha, por que las hay de 2 y hasta 7 plantulas por semilla, ha sido una linea de
investigacion en el Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. castro Gil” de la
Universidad auténoma Agraria Antonio Narro. El objetivo inicial fue generar
poblaciones con alta frecuencia de PE. Castro (1973) reporta el caracter doble embrién
encontrado en el compuesto 301-SSE (Seleccion Super Enana) en frecuencia
aproximada de 2%, formado por cruza de plantas de tallo cuadrado con una poblacién
segregante para br,br, con 75% de germoplasma de la variedad Puebla grupo 1y 25% de

Tuxpefio braquitico (Castro, 1973; Valdez, 2005).

Las plantas gemelas iniciales formaron la semilla base para integrar una poblacion
de maiz sobre la cual iniciar el estudio y la seleccion del caréacter doble embrion.

Rodriguez y Castro (1978) informan la aplicacion de métodos de seleccion y la
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determinacion de la heredabilidad del caracter doble embridon. Formaron tres grupos
sintéticos, dos de ellos con plantas gemelas y el tercero con no-gemelas, obteniendo por
seleccion un aumento de 4.012% a 11.43% en los dos primeros, y de sélo 4.012% a

5.011% en el tercero.

Siguiendo avances en el tema, Castro (1979) sefiala que en el cuarto ciclo de
seleccién hacia mayor PE se continud el método de cruzas dobles cripticas entre los dos
primeros sintéticos para hacer uno solo. En este ciclo, la PE alcanz6 33.28%. La
regresion progenie-progenitor promedio se calculo en Py, = 0.65, lo que indica que el

caracter se debe a genes de accion aditiva.

Una recapitulacion de los avances en el tema de plantas gemelas en el IMM-
UAAAN lo presenta Rodriguez (1981), que al analizar la informacion hasta el cuarto
ciclo de seleccion recurrente hacia mayor PE, para incrementar los genes que
condicionan el caracter doble embrion; concluye que el caracter es altamente heredable
(0.77+0.08, mediante la regresion progenie progenitor medio), sefialando también que
las dos plantas resultantes de las semillas con doble embrion son gemelas genéticamente
idénticas en base a la reducida varianza fenotipica que presenta dentro de los pares de

plantas.

Gomez (1983), continuo el programa de seleccidn recurrente en la poblacion de
maiz doble embrion para incrementar la frecuencia del caricter “doble embrion”,

concluyendo que la frecuencia aumenté a 46.6 % para el sexto ciclo de seleccion.
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Espinoza et al., (1998) sefialan que a partir de 1992, la poblacion base de gemelas

se dividio en dos sub-poblaciones: una de porte enano y la otra de porte normal; el
manejo reproductivo aplicado en ellas es, desde entonces, a través de cruzas fraternales
con mezcla de polen. En un ciclo determinado, se seleccionan en campo de 200 a 300
familias de medio hermanos (FMH), las cuales se evallan posteriormente bajo
condiciones de invernadero, sembrando 50 semillas por FMH en cajas de germinacion;
las mejores 30 a 40 FMH con respecto a germinacion y frecuencia PE son las familias
que constituyen los progenitores del siguiente ciclo. Los autores sefialan que la

frecuencia PE tanto en enanas como normales llegd y superd 60% para 1996.

Estos autores también sefialan que en 1995, a partir de cada una de las dos
poblaciones de alta PE (enana y porte normal) iniciaron un proceso de seleccion reversa,
generando asi dos sub-poblaciones en proceso de reduccion de la PE, y que constituyen

los grupos control de alta PE.

Siguiendo el proceso de seleccion directa y reversa en las sub-poblaciones del
IMM-UAAAN, Espinoza y Vega (2000) informan que en el periodo 1995 a 2000 la
seleccién a favor de la PE tiene ganancia entre 2 y 3% por ciclo, llevado a las
poblaciones poliembrionicas a niveles superiores a 60 % de PE; mientras que la
seleccion reversa (en contra de la PE) lleva a los grupos a frecuencias PE menores de
6%, agotando practicamente la condicion PE en ellas; este comportamiento asimétrico

en la respuesta a la seleccion es comin en casos como el que se aborda.
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Un estudio de combinacion de germoplasma PE con una fuente no poliembrionica
(No-PE), indica un enmascaramiento del fenémeno PE en la F; de la combinacion de las
poblaciones poliembrionicas (NAP y BAP del IMM-UAAAN) con la poblacién
Tuxpefio-HOC de CIMMYT (Gonzalez et al., 2006). Continuando con esta linea
experimental Espinoza et al., (2008) informan sobre los probables mecanismos
genéticos que intervienen en la expresion de la PE; al analizar las frecuencias de PE
observada en F, y RC; encontraron que la frecuencia de PE no se ajusta a la esperada en

el caso de un gen recesivo.

Un informe mas reciente sobre el fendmeno PE lo hacen Musito et al., (2008)
quiénes trabajaron con lineas S; derivadas de la poblacién PE NAP, y encontraron que la
endogamia de las lineas S; redujo los valores de las caracteristicas evaluadas y no

produjo incremento en la poliembrionia.

Por otro lado Alcala (2009), al realizar un estudio histologico de radicula de tres
dias post-germinacion, con dos poblaciones poliembrionicas IMM-UAAAN-NAP y
IMM-UAAAN-BAP, y su combinacion con la poblacion Tuxpefio-HOC de CIMMYT,;
el autor encontr6 que la frecuencia de PE y de radiculas multiples (dos o mas raices por
semilla) se presento en el orden de 60 y 14% respectivamente; mas ésta caracteristica se
vio enmascarada en hibridos F; con Tuxpefio, manifestandose de este modo la PE como
un caracter recesivo. También informa, sobre al menos tres diferentes versiones de
radiculas multiples individualizadas o con cierto grado de fusion exclusivos de genotipos

PE.
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Las caracteristicas quimicas del grano de las poblaciones poliembriénicas IMM-
UAAAN-NAP, y BAP para contenidos de grasa cruda (GC) en semillas completas,
mostraron una media general de GC= 6.2% (Valdez, 2005); esto puede atribuirse a que
la poliembrionia tiene una correlacion positiva con concentracion de lipidos en el grano.
La superioridad cuantitativa en GC de los maices PE puede ser también cualitativa al
incluir mas lipidos de origen embrionario por la condicion de que el 65% de los granos
de una mazorca tienen dos o mas embriones (Gonzalez et al., 2006 y 2008). Esto
permite suponer que la seleccién a favor de poliembrionia favorece de manera indirecta
incrementos en la calidad de grano, condicion que se podria aprovechar en el disefio de

nuevas variedades de maiz poliembridnico, que combinen alto rendimiento y calidad.

En resumen, el fendmeno de poliembrionia en maiz se ha documentado, primero
por la presencia de plantas maultiples nacidas simultaneamente; y con estudios
citoldgicos que lo han demostrado. El tipo de herencia pude estar determinado por
genes mayores 0 por genes de naturaleza cuantitativa. Ademas la presencia de dos o
mas embriones por semilla le da ventaja a estos genotipos en cuanto a calidad nutritiva

del grano.



I1l. MATERIALES Y METODOS

La investigacion consistio de tres etapas: a) Formacion de hibridos entre las dos
poblaciones basicas (F1, filiales F, y F3) y retrocruzas (RC; y RC,); b) calificacién en
invernadero relativas a las variables porciento de germinacion (GE), poliembrionia (PE)
y plantas anormales (AN) de los genotipos generados en el punto anterior y; c¢) analisis
quimico de contenidos en grano completo de grasa cruda (GC), proteina cruda (PC) y el

aminoécido lisina (Lis) en los genotipos involucrados.

Material Genético

Fueron utilizadas dos poblaciones poliembridnicas desarrolladas por el Instituto
Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (IMM-UAAAN), una de porte enano, denominada IMM-UAAAN-BAP
(en lo sucesivo D); la segunda de porte normal IMM-UAAAN-NAP (en lo sucesivo C),
las cuales han sido mejoradas por seleccién recurrente de 1973 a 1991 y por medio de
cruzas fraternales con mezcla de polen de 1991 a la fecha (Espinoza et al., 1998;

Gonzalez et al., 2008). Actualmente, ambas poblaciones se caracterizan por presentar
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una frecuencia de PE de 65 % (Gonzalez et al., 2006), alta competitividad de las
plantas hermanas in-situ ademas de sus vecinas, y calidad fisico-quimica sobresaliente
del grano, con contenidos de grasa cruda (GC) de 6.5y 6 % para D y C respectivamente,
ademas de una relacién de los acidos grasos oléico (OL) y linoléico (LI) muy cercana a
uno para ambas poblaciones OL/LI = 0.98 en promedio (Valdez et al., 2004; Valdez,

2005).

La tercera poblacion basica utilizada es la Tuxpefio-HOC (Origen :“TL.01B, 6250-
04, HIGH OIL. C13”) de CIMMYT seleccionada para alto contenido de aceite (en lo
sucesivo E), la cual al ser analizada se encontrd que contiene 8.95 % de grasa cruda en el

grano (Valdez et al., 2004).

Constitucion de Dosis de Germoplasma

El estudio involucra el cruzamiento entre D y E, directa y reciproca (DXE = F y
ExD = G); las filiales de cada una de ellas (F, y F3) y un sistema de retrocruzas (RC; y
RC,) hacia ambos progenitores en forma directa y reciproca que permitié generar dosis
de germoplasma que combinan PE y alto aceite (AA) con distancias de 12.5 % de 0 a

100 %.

Las dosis fueron generadas por diferentes vias, combinando a los tres tipos de
materiales (poblaciones, Filiales y retrocruzas), por lo que se tiene un nimero variable
de genotipos con la misma dosis; e.g. la ruta para lograr la dosis de 75:25 por ciento,

PE:AA, genera cuatro genotipos que se logran con la utilizacion de las F;’s (D x E,
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denominada “F” y E x D, denominada “G”) en retrocruza hacia la poblacion Braquitica
de alta Poliembrionia (D), directa y reciproca; por lo tanto, son cuatro los genotipos

obtenidos para esta dosis.

El manejo del germoplasma poliembrionico (PE) y alto aceite (AA) practicado en
este trabajo permitio la formacion de 48 genotipos que se agrupan en nueve dosis de
germoplasma, las cuales incluyen la entremezcla de germoplasma PE:AA en siete

diferentes dosis de germoplasma y las dos poblaciones base (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Genotipos generados en base a dosis de germoplasma partiendo de la F;
directa (DXE = F) y reciproca (ExD = G).

Dosis Nivel de Genotipos Derivados a partir de la cruza inicial
combinacion F G Total

100 Poblacién IMM-UAAAN-BAP (D)* D 1
87.5 RC, DFxD, DxDF, DxFD, FDxD DGxD, DxDG, GDxD, DxGD 8
75 RC, DxF, FxD DxG, GXD 4
62.5 RC, EFxD, DXEF, FExD, DxFE EGxD, DXEG, GExD, DxGE 8
50 Filiales F, FF, FFF G, GG, GGG 6
375 RC, DFxE, EXDF, FDxE, EXFD DGXxE, EXDG, GDxE, ExGD 8
25 RC, ExF, FXE ExG, GXE 4
12,5 RC, EFXE, EXFE, FEXE, EXEF EGXE, EXEG, GEXE, EXGE 8
0 Poblacion Tuxpefio-HOC-CIMMYT(E)* E 1

Total= Dos Poblaciones* paternas utilizadas en la cruza inicial mas 46 genotipos en siete dosis
germoplasmicas.

Al diferenciar la direccion de cruza en cada uno de los casos, permitié la
identificacion de diferentes genotipos con la misma dosis de germoplasma (Cuadro 3.1).
En el propdsito de lograr la integracion de las dosis requeridas, fue necesario realizar
tres ciclos de polinizaciones (Figura A 1); esto incluyo al ciclo Tep. 2005/2006, UA-
2006 y UA-2008. En cada ciclo, se reprodujeron las diferentes combinaciones

germoplasmicas (dosis) que fueron alcanzadas; es en el Gltimo donde se genero el total
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de combinaciones, por lo que los analisis de invernadero y laboratorio se practicaron en

muestras aleatorias de esta fuente.

Trabajo en Campo

Las polinizaciones fueron realizadas durante tres ciclos agricolas, logrando en el
primero el nivel de F;. F, y RC; en el segundo; y finalmente F; y RC,. En cada ciclo, a
partir del segundo, se renovaron todos los genotipos para contar con semilla
contemporanea de cada uno de ellos. Las polinizaciones fueron realizadas por medio de
cruzas mesofraternales con mezcla de polen. El ciclo 1 (2005/2006), se llevo a cabo en
el Campo Experimental “Dr. Mario Castro Gil” en Tepalcingo, Morelos, de la UAAAN
(18°26' Latitud N; 98°18' Longitud W; altitud 1100 msnm); ciclo 2 (2006) y 3 (2008),
en el lote de polinizaciones del IMM-UAAAN, en Buenavista, Saltillo, Coahuila (25°21°

Latitud N; 101° 02’ Longitud W; altitud 1756 msnm).

Calificacion en Invernadero

La calificacién a nivel de plantula a 14 dias de edad, consistié en la siembra de 30
semillas por familia de medios hermanos por genotipo, sembradas en cajas germinadoras
de 200 cavidades, en sustrato suelo de bosque: peat-moos (proporcion 6:4); las variables

evaluadas fueron:
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* Porciento de germinacion (GE).- Proporcion de semillas germinadas.

* Porciento de poliembrionia (PE).- Presencia de plantulas maltiples (dos o més por

semilla) en cada familia

* Porciento de Plantas anormales (ANR).- Presencia de plantas arrepolladas, plantas

cloréticas o subdesarrolladas, con respecto a la familia.

Esta evaluacion fue realizada, bajo condiciones de invernadero en las instalaciones

de la UAAAN en Saltillo, Coahuila.

Determinaciones quimicas

El estudio incluye analisis para grasa y proteina cruda (GC y PC) y contenido de
lisina (Lis) en harina de granos enteros de maiz de todos los genotipos evaluados. Las
muestras para los analisis anteriores se derivaron de compuestos balanceados de 300
semillas, obtenidas al azar de cada poblacion, cruza, retrocruza o filial, de aqui se
tomaron cantidades adecuadas para formar tres repeticiones, moler, obtener la harina y
pesar la muestra especifica, propia a cada procedimiento. La molienda de las semillas
fue realizada en un molino Thomas —Willey, modelo 4 con malla de 2 mm; En la
determinacion de lisina fue utilizado un espectrofotometro Biomate 3 de “Thermo
Electron Corporation”. La determinacion de GC fue realizada en el laboratorio de

Fitoquimica; el de PC en el de Nutricion Animal, y la lisina en el de Produccion y
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Almacenamiento de Semillas, todos ellos en las instalaciones de la UAAAN, sede en

Buenavista, Saltillo.

Procedimiento Experimental de Laboratorio

Porciento de aceite. La metodologia utilizada para GC fue el de percolacion en el

porta muestra del equipo Soxhlet: fueron pesados 3 g de harina de maiz y se colocaron
en un dedal dentro de un sifon el cual fue conectado a un matraz de bola, previamente
pesado; a éste, se le afadieron 250 ml de hexano. El matraz se calienta a una
temperatura de 34° a 36° C. El proceso de extraccion se efectla durante 12 horas
continuas a temperatura constante. Al cabo de este tiempo, se evapora el hexano
contenido en el matraz, el cual se pesa y se calcula el por ciento de grasa cruda con la

siguiente formula (Bernardini, 1981).

i (peso del matraz + muestra) — (peso del matraz solo)
Porciento de grasa cruda = x100
g de muestra

La harina desgrasada del ciclo tres fue guardada para realizar con ella el analisis

correspondiente a lisina.

Cuantificacion de proteina cruda. La PC fue determinada mediante el método

Kjeldhal, el cual consiste en colocar 1g de la muestra harina de maiz en un matraz
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Kjeldhal; a éste se le adicionan 200 mg de mezcla selenica (catalizador), seis perlas de
vidrio y 30 ml de acido sulfarico concentrado. Se coloca el matraz en el digestor
Kjeldhal en la parrilla hasta oxidacién completa (color de café oscuro a verde claro); se
deja enfriar el matraz y lentamente se le agregan 300 ml de agua destilada. En un matraz
Erlemeyer con 50 ml de &cido borico al 4%, se afiaden de 5 a 6 gotas del indicador mixto
y se coloca en destilador Kjeldhal con la manguera de recuperacion de destilado dentro
del matraz. Luego se le adiciona lentamente 110 ml de hidrdxido de sodio al 45% vy seis
granallas de zinc; de aqui se lleva al aparato de destilacion Kjeldhal y se agita una vez
ensamblado en el equipo y se inicia la destilacion; ésta termina cuando se reciben 300 ml
en el matraz Erlemeyer; la titulacion se realiz6 con &cido sulfurico al 0.1N estandarizado

hasta el viraje a color rosa palido (AOAC, 1980).

Determinacién de lisina. La cuantificacion de este aminoéacido, fue realizada a

través del método de Tsai et al., (1975) modificado por Villegas et al., (1984) para
muestras de maiz. EI método requiere de papaina comercial con una concentracion 4 mg
por ml de solucién reguladora de fosfato 0.03 M con pH 7.4, solucién reguladora de
carbonatos a 0.05 M con pH de 9.0, una solucion reguladora de boratos a 0.05M con el
mismo pH, una suspension de fosfato de cobre (para la cual se disuelve 13.6 g de
CuCl,.2H,0O en 100 ml de agua destilada (Reactivo A), se disuelve 13.6 g de
Na3P0,4.12H,0 en 200 ml de agua destilada (Reactivo B), mezclar los reactivos A y B;
Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos y descartar el sobrenadante. El precipitado se
lava 3 veces con 15 ml de solucion reguladora de borato y al final se re-suspende en 80

ml de solucion reguladora, una solucion de HCl a 1.2N, y una solucion de 2-cloro-3,5 di-
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nitro-piridina; también se prepar6é un curva estandar con una mezcla de aminoacidos a
3000, 1500, 750, 375, 187.5, 93.75, 46.875 y 0 pg/ml y que se utilizé para el célculo

automaético de lisina en pg/ml.

El procedimiento consistio en preparar un hidrolizado de 100 mg de harina de
maiz, pasada en la malla de dos mm previamente desgrasada y pulverizada en 5 ml de
solucion de papaina a 63 + 2 °C durante 16 h, se dejo enfriar y se centrifugd a 2500 rpm
por 5 min, se tomd 1 ml del sobrenadante y fue colocado en un tubo con 0.5 ml de
solucion reguladora de carbonatos y 0.5 ml de suspensién de fosfato de cobre, se agito
por 5 min y se centrifug6 a 2000 rpm por otros 5 min. Se tomo6 1 ml del sobrenadante y
se mezclo con 0.1 ml de solucion de 2 cloro-3,5 di-nitro-piridina, fue agitado
vigorosamente, se dejo reposar por 2 h, agitando cada 30 min, se le agregaron 5ml de
acido clorhidrico y se agitd para homogenizar, se le agregd 5ml de solucién extractora
de acetato de etilo y se mezcld por inversion 10 veces, se extrajo la fase superior,
repitiendo el procedimiento por tres veces, Se transfirid la fase acuosa a tubos de
colorimetro calibrados y fue tomada la lectura en el fotocolorimetro a 390 nm utilizando
como control un blanco. El contenido de lisina se calculé automéaticamente con base a la
curva estandar, obteniendo resultados en pg/ml los cuales se reportaron finalmente en g

lisina /100 g de proteina
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Disefio y Andlisis Estadistico

Los andlisis de varianza, pruebas de medias y regresion lineal se realizaron

mediante el paquete estadistico SAS Version 9.0, (2002).

El establecimiento de los materiales en invernadero asi como los analisis quimicos
fueron manejados en un disefio completamente al azar, con tres repeticiones, con
excepcion del caso de Lisina que se trabajo con dos repeticiones; los datos fueron
analizados estadisticamente bajo el modelo siguiente de acuerdo con Steel y Torrie

(1988).
Modelo estadistico:
Yij=u+ 1 +g;
Donde:
u = Efecto de la media general.
7; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

&;; = Error experimental en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento.

La prueba de medias de Tukey a = 0.05 fue aplicada en casos de diferencias

estadisticas entre genotipos.
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También fue aplicado un andlisis de regresion lineal para determinar la
dependencia de las variables GC y PE con las diferentes dosis de germoplasmas;

utilizando el siguiente modelo. bn
Yi = Bo + B14X;
Donde:
Y; = Variable dependiente.
X; = Variable independiente.
Bo = Intercepto.

B, = Coeficiente de regresion.

Para probar el mecanismo de herencia que controla la PE, fue aplicada una prueba
de ji-cuadrada (X?) bajo la hipétesis de segregacion 3:1y 1:1, F, 0 RCy, de acuerdo con

Klung y Cummings. (1999).

Anélisis de Componentes Principales

Para facilitar la interpretacion de los resultados de los genotipos generados, fue
realizado un anélisis de componentes principales, con la ayuda del programa estadistico
STATISTICA 6.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK), con el fin de establecer las relaciones

entre variables y agrupar genotipos semejantes (Leon et al., 2008). El programa trabaja
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unicamente con medias, por lo que se utilizaron las medias calculadas en la prueba de

medias de Tukey, en el paquete estadistico SAS Version 9.0, (2002).

Analisis de Conglomerados

Para agrupar los genotipos con los mejores atributos de calidad de grano y
poliembrionia, se realiz6 un analisis de conglomerados, con la ayuda del programa
estadistico STATISTICA 6.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK), en el que se agrupan aquellos
genotipos con caracteristicas similares permitiendo analizar las relaciones entre
poliembrionia y calidad de grano (Balzarini et al., 2006). El programa trabaja
unicamente con medias, por lo que se utilizaron las medias calculadas en la prueba de

medias de Tukey, en el paquete estadistico SAS Version 9.0, (2002).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza realizado para todos genotipos utilizados en el experimento,
detectd diferencias (P < 0.01) para todas las variables (Cuadro 4.1), el cual incluye 48
genotipos en nueve dosis de germoplasma PE:AA. En el citado Cuadro se puede resaltar
que el promedio general para GE es superior en 17 % al requerimiento minimo
establecido en la produccion de semilla certificada, y el promedio de GC es comparable
con los valores reportados en el maiz de alto aceite (Feed & Grain, 1998; Thomison et al.,

2001).

Cuadro 4.1. Cuadrados medios y significancia para las variables de interés en las
poblaciones base D y E, sus cruzas y retrocruzas.

F.deV. g.l. GE PE ANR GC PC Lis

Gen 47 0.024 ** 671.208 ** 0.754 ** 0.061 ** 0.057 ** 0.015 **
Error 96 0.009 7.637 0.250 0.004 0.004 0.005
C.V. 1.0 22.7 324 2.3 1.9 4.1
Media 97.4 9.8 2.3 7.0 10.5 2.7

GE, PE, ANR, GC y PC = Porcientos de germinacién, poliembrionia, plantas anormales, grasa cruda

y proteina cruda respectivamente; Lis = g de lisina/100 g de proteina.

Es de interés en la presente investigacion ubicar la dosis optima de germoplasma
PE:AA que combinen PE con buen contenido de aceite y lisina; por lo que fue necesario

trabajar con dosis de germoplasma y no con el total de genotipos que se generaron para
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llegar a conformar dosis en estudio; para fines de respaldo experimental y pruebas
posteriores al presente apartado, las medias de los 48 genotipos utilizados en el

experimento y su significancia estadistica se enlistan en el Cuadro A 1.

Al realizar el andlisis de varianza para detectar diferencias entre las dosis PE:AA,
la prueba detectd diferencias estadisticas (P < 0.01) para las variables bajo estudio
(Cuadro 4.2). La prueba incluye nueve dosis de germoplasma, las cuales se componen

por siete dosis intermedias PE:AA y dos poblaciones bésicas.

Cuadro 4.2. Cuadrados medios y significancia considerando las nueve dosis de
germoplasma PE:AA.

F.deV. g.l. GE PE ANR GC PC Lis"
Dosis 8 0.024 ** 1117.985 ** 0.781 ** 0.075 ** 0.040 ** 0.040 **

Error 18 0.002 8.349 0.058 0.001 0.001 0.001

X 0.5 19.3 14.0 1.2 0.7 3.9

C. V. 97.1 13.6 2.7 7.0 10.2 2.7

GE, PE, ANR, GC y PC = Porcientos de germinacién, poliembrionia, plantas anormales, grasa cruda
y proteina cruda respectivamente; Lis = g de lisina/100 g de proteina; *La experimentacion con esta
variable s6lo incluye dos repeticiones, por lo que los grados de libertad para dosis son 8 y 9 para el error.

Caracteristicas de Invernadero

La prueba de medias (Tukey, a = 0.05) logro la separacion de grupos estadisticos
entre las diferentes dosis de germoplasma PE:AA, para cada una de las variables de
invernadero (Cuadro 4.3). En relacion a la variable GE, ésta fue mejorada de manera
significativa en la entremezcla de las dos fuentes de germoplasma (PE:AA); los valores
oscilaron entre 93 y 99 %; la dosis PE:AA 50:50 fue la que presentd el mejor

comportamiento, mientras que la de menor porcentaje fue la dosis 100% (D); sin
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embargo, todos los grupos presentaron una germinacion al menos 13 % superior a la
establecida en los estandares de germinacion exigidos en semillas para siembra
comerciales. De la misma manera la frecuencia de plantas anormales (ANR), fue
reducida de manera significativa y la poblacion poliembrionica D (Dosis 100 %)

presentd los valores mas altos 7.3 %.

Cuadro 4.3. Comparacion de medias por dosis de germoplasmas PE:AA, para las
variables de invernadero.

Dosis ' GE PE ANR

0 98.0 ab 00 c 2.3 bc
12.5 975 ab 0.0 c 09 c
25 97.8 ab 00 c 14 c
37.5 97.9 ab 0.0 c 11 c
50 99.0 a 18 ¢ 1.7 ¢
62.5 97.8 ab 79 ¢ 2.8 bc
75 96.9 ab 120 ¢ 24 b
87.5 959 b 352 b 45 b
100 93.0 ¢ 65.5 a 7.3 a

1 Con base en “D =100 %, E=0 %”; GE, PE, ANR = Porcientos de germinacion, poliembrionia,
plantas anormales; Tukey (o = 0.05), dosis con letras iguales son estadisticamente iguales.

La combinacién de ciertas fuentes de germoplasma PE:AA presentaron un efecto
de enmascaramiento en la expresion de la PE, la cual no se expresé en la F; (una de las
versiones de la dosis 50 %), situacion que se repite en dosis inferiores a 50 % (Cuadro
4.3); sin embargo, el cardcter PE se manifesto en las filiales F, y F; y en dosis
superiores; cabe aclarar que en los promedios generales de dosis para la proporcion de
50 % existe un valor de poliembrionia ya que ésta incluye las filiales F, y F3, las cuales
presentan casos de PE por efecto de segregacion. En cuanto a la poblacion D
(proporcion PE de 100 %), los valores de PE son consistentes con los reportados para

esta poblacion (Espinoza et al., 1998; Gonzalez et al., 2006 y 2008). Es importante
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resaltar que en dosis mayores de germoplasma D (62.5, 75, y 87.5 %) se observa la

capacidad de transmitir el caracter en frecuencias crecientes.

El analisis de regresion lineal, que denota la relacion entre la frecuencia de PE en
funcién de proporcion de germoplasma, fue significativo (P < 0.05); la proporcion de la

varianza explicada por el modelo (R?) fue 87.2 %; esto apoya la interpretacién de que

existe una relacion entre dosis y la expresion de PE (Figura 4.1).

% PE
Lineal (% PE)

2

12.0

87.5 100

is de Germoplasma PE ‘

Figura 4.1. Valores observados y predichos por regresion lineal simple, para la
expresion de la poliembrionia (PE) en relacion al incremento de dosis de
germoplasma poliembriénico (D) en la combinacion PE:AA.

El andlisis de regresion aportd evidencias de que la PE presente en D se relaciona
con las dosis de germoplasma superiores a 50 % (Figura 4.1). El hecho del
enmascaramiento de la PE en cruzas con la fuente No-PE a nivel de F; (Cuadro 4.3,

Figura 4.1) y su recuperacion en las siguientes filiales (F, y F3) y en retrocruzas hacia D,
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implica necesariamente establecer que la poliembrionia observada aqui es de caracter

recesivo.

También, procede tratar de explicar los posibles mecanismos genéticos
involucrados; por ahora, se pueden plantear la hipotesis de herencia monogénica,

homocigdtica recesiva.

Partiendo de lo anterior, el modelo més simple para explicar el mecanismo
genético que gobierna la PE, seria un gen mayor, dos alelos, donde el dominante seria el
tipo normal de maiz. En este caso la segregacion esperada en la F», seria de 25 por ciento
de plantas poliembriénicas contra 75 %, No-PE y la cruza de prueba generaria una
proporcion de 1:1 plantas Normales: plantas poliembridnicas. Para probar la hipotesis
mencionada se utilizaron las frecuencias de PE observadas en F, y RC;, del ciclo 2 (UA-

2006) aplicando una prueba de X? de bondad de ajuste.

Los resultados de la X? para frecuencias de PE mostré diferencias (P < 0.01) en F
y RC; (Cuadros 4.4 y 4.5), respectivamente; por lo tanto, se rechaza la hipdtesis de que
la PE estuviera controlada por un gen, alelos homocigotos recesivos de esta hipotesis
(3:1enF, yde 1:1 en RC,) ya que la frecuencia de PE en F, fue de s6lo 3.4 % y en RC;
de 25.1 %. Estos resultados requieren de plantear una hipotesis alterna, la cual pudiera
ser un caso de interaccion génica de dos loci, con epistasis doble dominante, de

penetrancia incompleta, como lo propusieron Espinoza et al., (2008).
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El enmascaramiento de la poliembrionia en la F; del cruzamiento entre la
poblacién poliembrionica D y E (dosis de 100 y 0 % respectivamente), por un lado y la
necesidad de contar con una dosis éptima de la fuente PE:AA por el otro, establece la
necesidad de remontar la proporcién 50:50 incrementando la dosis de germoplasma para
recuperar genotipos que manifiesten la poliembrionia, o avanzar a la F; hacia filiales
posteriores en un numero grande de plantas segregantes, las cuales se espera que

manifiesten la frecuencia de PE que se declaré en el parrafo anterior.

Cuadro 4.4. Prueba de X? para la segregacion de poliembrionia en la F, de la cruza entre

DyE.
Clases Proporcion Observado Esperado (0-¢) (0-e)? (0-e)Ye
esperada % (0) (e)
NoPE 75 4201 3261 940 883600 270.96
PE 25 147 1087 -940 883600 812.88
"Datos del ciclo UA-2006; XZ,, (.01) = 6.64 X?= 1083.84

No PE = Plantas no poliembrionicas, PE = Plantas poliembrionicas.

Cuadro 4.5. Prueba de X? para frecuencia de poliembrionia observadas en la cruza de
prueba con el progenitor D.

Proporcion Observado  Esperado

2 2
Clases 7 ©) © (0-e) (0-e) (0o-e)le
NoPE 50 1383 923 460 211600 229.25
PE 50 463 923 -460 211600 229.25
"Datos del ciclo UA-2006, X7, o01) = 6.64 X2 = 458.50

No PE = Plantas no poliembrionicas, PE = Plantas poliembrionicas.

Calidad de Grano

El contenido de proteina cruda (PC) en las dosis de germoplasma se ubicé en un

rango de 8.5 a 11 %, no se encontrd ninguna relacién de contenido de PC con las dosis
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de germoplasma PE:AA (Cuadro 4.6); sin embargo, esto puede deberse a la naturaleza
de la variable, la cual es afectada por el ambiente (Vazquez et al., 2005). La prueba de
medias clasifico estadisticamente superior las proporciones que comprenden las dosis

125, y 37.5 %.

Cuadro 4.6. Comparacion de medias por dosis de germoplasmas PE:AA, para las
variables GC, PC y Lis.

Dosis GC PC Lis

0 8.3 a 10.3 bc 22 b
12.5 7.8 ab 11.0 a 25 Db
25 7.6 bc 10.6 ab 25 Db
37.5 7.4 bc 10.8 a 25 Db
50 71 ¢ 10.0 cd 28 b
62.5 6.5 d 10.3 bc 2.7 b
75 6.3 d 9.7 d 2.7 b
87.5 6.3 d 10.6 ab 28 b
100 56 e 85 e 40 a

GC y PC = Porcientos de grasa cruda y proteina cruda respectivamente; Lis = g de lisina/100 g de
proteina. Tukey (a = 0.05); dosis con letras iguales son estadisticamente iguales.

Por otra parte, el contenido medio de lisina se ubico de 2.2 a 4 g lisina/100 g de
proteina; la prueba de medias logrd separar los genotipos con respecto a esta variable,
la cual no encontré diferencias estadisticas entre dosis intermedias (Tabla 4.6) y la
media mas alta corresponde al progenitor poliembridnico D con valores de 4 g
lisina/100 g de proteina, valor comparable al maiz QPM (Vazquez, et al., 2005;

Mendoza-Elos et al., 2006; Vidal et al., 2008).

Los contenidos de GC (Cuadro 4.6) corroboran la superioridad de la poblacion
poliembrionica D (dosis 100 %) en relacion a los hibridos actuales de maiz (Lambert

1994; Lambert et al., 2004); también se observo que E (dosis 0) es 32.5 % superior al
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maiz PE (D); y puede, en la entremezcla con D, generar dosis de germoplasma con
valores de GC que superan al progenitor PE y se acercan a los valores promedio de

maices especializados de alto aceite (Thomison et al., 2003).

Las diferencias significativas en el ANVA y la respuesta proporcional de
contenido de aceite con respecto a la dosis de germoplasma en la prueba de medias,
respalda la hipdtesis de partida de esta investigacion de relacion dosis de germoplasma
con contenido de aceite en el grano, y justifica la realizacién de un analisis de regresion

lineal para esta variable.

El andlisis de regresion para GC con respecto a dosis fue significativo (P < 0.01),
R? de 97 % (Figura 4.2). La prueba mostré una relacion lineal negativa. Esto se explica
dado que la presentacion de los resultados tiene al germoplasma E (alto aceite) como el
punto de partida (0 % de D); a medida que se va sustituyendo con germoplasma D
(poliembridnico, alta Lis pero moderado contenido de aceite) los valores de grasa cruda
se van reduciendo. Esta relacion brinda la posibilidad de disefiar nuevos trabajos de
investigacion dirigidos a producir maices de alto aceite. De acuerdo a estos resultados,
las dosis de germoplasma PE:AA 37.5 y 50 % parecen ser los 6ptimos a utilizarse para
conformar la base genética con la posibilidad de una rapida recuperacion de la PE, que
significan un nivel deseable de lisina; recombinar materiales de estas categorias pudieran
redituar en variedades de alto aceite, superiores a los maices e hibridos modernos

(Lambert, 1994; Lambert et al., 2004).
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8.3 y= 8.24-0.0251x R2=0.97 Pr> |t| = <.0001
8.0
o 70
(G)
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6.0
5.0
0 125 25 375 50 62.5 75 87.5 100
Dosis Germoplasma PE
@ %GC Lineal ( % GC)

Figura 4.2. Valores observados y predichos por regresion lineal simple, para la relacion
de contenido de grasa cruda (GC) con el incremento de dosis de
germoplasma PE.

En la prueba de medias para contenido de grasa cruda de las filiales y sus
progenitores resultaron significativas (Figura 4.3); esto pudiera indicar efectos
reciprocos dada la direccidn de cruza; la cruza reciproca (G) fue 18 % superior en GC a
la cruza directa (F). Al comparar las filiales F, (FF y GG) y F3 (promedio de FFF y
GGGQG), se observo que el promedio en GC de la F3 es muy cercano al promedio de las
poblaciones y filiales, la F, tiende a estabilizarse hacia un valor intermedio entre los

progenitores.
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Figura 4.3. Respuesta del contenido de grasa cruda (GC) en filiales, comparadas con las

poblaciones paternas (D, E) en grano completo de maiz. (D = Poblacién Braquitica
de Alta Poliembrionia, E = Poblacion Tuxpefio de Alto Aceite, F = DXE, G = ExD, FF y GG
= F2 de F y G respectivamente, uF3 = promedio de F; de F y G. Tukey (a = 0.05); barras con
letras iguales no son estadisticamente diferentes.

Ademas, el contenido de GC en la RCy, hacia ambos progenitores, mostrd un
efecto de direccion de cruza; donde las RC; hacia el progenitor E, son estadisticamente
superiores (Figura 4.4); asi mismo, en las Figuras 4.3 y 4.4, se observa el
comportamiento clasico de caracteres métricos, que tienen un comportamiento gradual y
acumulativo. Esta tendencia también se puede apreciar en las dosis de germoplasma
PE:AA (Figura 4.5), donde el contenido de aceite en el grano se incrementa en funcién

del incremento del germoplasma de alto aceite.
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Figura 4.4. Valores medios para contenido de grasa cruda (GC) en retrocruzas directas y
reciprocas en comparacion con las poblaciones paternas (D, E) en grano

entero de maiz. (D = Poblacion Braquitica de Alta Poliembrionia, E = Poblacion Tuxpefio
de Alto Aceite, F = DXE, G = ExD, FF y GG = F2 de F y G respectivamente, pF3 = promedio
de F; de F y G). Tukey (a = 0.05); barras con letras iguales no son estadisticamente

diferentes.

El contenido de aceite observado en los genotipos indican un efecto de direccion
de cruza, al menos a nivel de F; y RC; (Figura 4.3 y 4.4); asi mismo, se observa una
respuesta gradual relacionada a dosis de germoplasmas PE:AA (Cuadro 4.6, Figura 4.5);
dicho comportamiento es comparable a los casos histéricos de herencia poligénica
descrita por East (1936). En este contexto, es probable que la genética que gobierna la
concentracion de aceite en el grano de estas poblaciones y genotipos agrupados en las
dosis utilizadas, sea de herencia poligénica, situacion que coincide con el reporte de

Clark et al., (2006).
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Figura 4.5. Valores medios para contenido de grasa cruda (GC) en poblaciones paternas

(D, E) y diferentes dosis de germoplasma, en grano entero de maiz. (D =
Poblacién Braquitica de Alta Poliembrionia, E = Poblacion Tuxpefio de Alto Aceite; las
dosis indican el contenido de germoplasma de D). Tukey (o = 0.05); barras con letras

iguales no son estadisticamente diferentes.

Andlisis de Componentes Principales

Por otro lado al realizar el andlisis de relacion entre variables por medio del

analisis de componentes principales (ACP), utilizando los promedios de las seis

variables calificadas en el presente estudio, se encontr6 que los dos primeros

componentes principales (CP) explicaron el 73.5 % de la varianza total (Cuadro 4.7),

donde el primer componente principal contuvo 55.5 % de dicha varianza y se puede

definir como un componente de relacion con germoplasma poliembriénico ya que las

variables de alta relacion con el componente fueron: poliembrionia (PE), plantas

anormales (ANR) y lisina (Lis), que registraron una relacion positiva entre si y con el

componente, pero negativa con germinacion (GE) y con grasa cruda.
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Por su parte el segundo componente explico un 18 % de la varianza total y se

relaciond de manera positiva con el contenido de proteina cruda (PC).

Cuadro 4.7. Coeficientes de correlacion de cada variable con los dos componentes

principales
Componentes principales

Variables % CpP1 CP2

Germinacion -0.621 -0.498
Poliembrionia 0.928 0.174
Plantas anormales 0.863 0.139
Grasa cruda -0.804 -0.007
Proteina cruda -0.389 0.797
Lisina 0.733 -0.391
Eigenvalor 3.328 1.086
% varianza total 55.470 18.095
% varianza acumulada 55.470 73.565

En la Figura 4.6 se presenta la distribucion de las variables en los dos

componentes principales, donde, la variables poliembrionia (PE) tuvo una relacion

positiva con plantas anormales (ANR) y ambas se relacionaron con contenido de lisina

(Lis); ademas, estas variables en conjunto se relacionaron de manera negativa con la

variables germinacién (GE) y grasa cruda (GC) datos que corroboran los reportes sobre

bajos porcentajes de germinacion y alto contenido de lisina en las poblaciones

poliembrionicas del IMM-UAAAN (Espinoza et al., 1998; Valdez, 2005; y Musito et

al., 2008), por otro lado la relacion negativa con grasa cruda se explica por el echo de

que la fuente de alto aceite (Tuxpefio de alto aceite,) y las dosis que presentaron los

valores mas altos en contenido de GC, no presentaron poliembrionia.
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El CP2 solo capturé la varianza debida a la variable proteina cruda (PC) no
presentd ninguna asociacion con las variables relacionadas a poliembrionia ni con

contenido de grasa cruda.

1.0

0.5

0.0

CP 2:18.10%

-1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
CP 1:55.47%
Figura 4.6. Distribucion de las variables en los dos primeros componentes principales

(CP).
Al graficar los 48 genotipos con base en los dos primeros componentes principales
(CP), se encontraron agrupados en el cuadrante superior a los genotipos con dosis de

87.5 % (Figura 4.7), mientras que la poblacion de alta poliembrionia “D”, dosis de 100%
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se ubica en el cuadrante inferior derecho. Sin embargo el resto de las dosis PE:AA se
agrupan en su mayoria en centro cubriendo los cuatro cuadrantes pero sin una separacion
efectiva entre dosis de germoplasma que se puede relacionar con caracteristicas de

invernadero y calidad de grano.
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Figura 4.7. Distribucion de los genotipos en los dos primeros componentes principales
(CP).

Analisis de Conglomerados

Para tener una mejor clasificacion de los diferentes genotipos, fue realizado un

analisis de conglomerados (AC); el cual formd tres grupos de interés; en el primero se

encuentra a la poblacion de alta poliembrionia (D), la cual se caracteriza por tener el mas
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alto porcentaje de poliembrionia, plantas anormales y proteina de mejor calidad con el

valor mas alto de lisina (Figura 4.8 y Cuadro 4.8).
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Figura 4.8. Dendograma de agrupamiento de genotipos con base a caracteristicas de
invernadero y calidad de grano.

El segundo grupo lo constituyen genotipos que se ubican en las dosis de
germoplasma PE:AA: 0 (Poblacion Tuxpefio de Alto Aceite “E”), 12.5, 25, 37.5, 50,
62.5 y 75 %), que se caracterizan por tener el menor porcentaje de poliembrionia y
plantas anormales; el mejor porcentaje de germinacion y contenido de aceite superior a
los otros dos grupos. Dosis 0 genotipos de este grupo podrian ser las adecuadas para
establecer un programa de mejoramiento dirigido a producir genotipos con alta

contenido de aceite en el grano (Figura 4.8 y Cuadro 4.8).
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Cuadro 4.8. Caracteristicas de invernadero y calidad de grano de grupos formados mediante
el analisis de conglomerados.

Caracteristicas Grupos
| | 11

Germinacion 93.0 97.8 95.9
Poliembrionia 65.5 3.1 35.2
Plantas anormales 7.3 1.7 4.5
Grasa cruda 5.6 7.2 6.3
Proteina cruda 8.5 10.5 10.6
Lisina 4.0 2.6 2.8

El tercer grupo esta constituido por todos los genotipos que integran la dosis de
germoplasma PE:AA de 87.5 % (Figura 4.6), la principal caracteristica del grupo es un
alto nivel de poliembrionia, que representa el 53.74 del promedio de la fuente de alta
poliembrionia (PE); este grupo también combina valores intermedios entre las fuentes de
alta poliembrionia (dosis 100 %, “D”) y alto aceite (dosis 0 %, “E”) para lisina y grasa
cruda respectivamente (Cuadro 4.8), lo que los ubica como una alternativa para ser
utilizados en un programa de mejoramiento orientado a una recuperacion rapida de la PE

con mayor contenido de grasa cruda que la poblacién poliembridnica original.

Una vez presentadas las variables analizadas en el presente experimento, es
necesario decidir cual es la dosis de germoplasma 6ptima en la serie aqui generada para
conformar una poblacién poliembriénica con buena calidad proteica y alto contenido de
aceite. Como las diferentes dosis mostraron un comportamiento estadisticamente similar
en cuanto al contenido de lisina, queda s6lo por disertar sobre dos variables de mayor
interés; el contenido de aceite, por ser la caracteristica a mejorar, y la poliembrionia, por

ser la fuente de calidad proteica y moderado contenido de aceite. Conviene reiterar que
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el objetivo es conformar una poblacion poliembrionica de alto aceite y mantener la

calidad proteica, a partir de la entremezcla de germoplasmas PE:AA.

El aceite se ve reducido conforme se incrementa el genoma de la poblacion D, que
favorece la aparicion de casos de plantas poliembrionicas (Dosis de 62.5, 75y 87.5 % de
germoplasma PE); por otro lado, al reducir el germoplasma PE a niveles inferiores a 50
%, se mejora considerablemente el contenido de aceite en el grano, llegando a niveles
comparables a E (dosis 12.5, 25 y 37.5), pero desapareciendo los casos de plantas
maultiples (PE). Lo que plantea la pregunta sobre la dosis optima que combine a ambos

fenémenos.

Por lo tanto, la dosis éptima se puede establecer de acuerdo a los objetivos del
programa de mejoramiento; si se quiere conformar una poblacion con alto nivel de
aceite, la dosis de 37.5 % permitiria generar grupos con contenidos de aceite 25 %
superiores al maiz poliembridnico y 35 % superiores al maiz comdn; bajo el concepto de
que la poliembrionia se ve enmascarada al combinar las poblaciones PE con fuentes No-
PE, seria necesario llevar a los genotipos que conforman esta dosis a F, y realizar un
establecimiento amplio en F3, (més de 10,000 plantas) para recuperar especimenes
poliembrionicos en una frecuencia del 1.17 %; esto, considerando que los mecanismos
genéticos involucrados en el control de la PE fuera como lo planteado en el presente

documento.
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Si se busca una recuperacion mas rapida de la PE, se puede trabajar con la dosis de

87.5 ya que es estadisticamente igual en contenido de aceite a las dosis 62.5 y 75 % de
germoplasma PE:AA,; esta dosis permitiria una ganancia de aceite en el grano 10 %
superior al progenitor poliembrionico y una rapida recuperacion de la poliembrionia ya
que la dosis 87.5 (RC, F1), presenta frecuencias de 35% en PE, por lo que se esperaria

una mayor expresion del caracter en filiales subsecuentes.



V. CONCLUSIONES

En los términos y condiciones experimentales de este trabajo, los resultados
sugieren que trabajar con dosis de germoplasma, a través de filiales y retrocruzas, es una
alternativa para incorporar caracteristicas deseables a las poblaciones PE, recuperar esta
condicion en nuevos Qgrupos genotipicos, con probabilidades de éxito;

independientemente del tipo de herencia que gobierne al caracter PE.

La dosis optimas para derivar germoplasma de alta calidad son 37.5 %
germoplasma PE:AA, que significa una mejora en aceite y puede mantener la calidad

proteica al recuperar PE en filiales subsecuentes.

Las caracteristicas de las diferentes dosis proveen germoplasma que puede ser
utilizado en la constitucion de una base genética para la derivacion de variedades de alta

calidad nutrimental del grano, ya sean PE o0 No-PE.



VI. RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) de uso especializado incluye la version de alto aceite, los
cuales representan una alternativa para generar variedades de calidad nutrimental de
grano; éstas pueden ser mejoradas incrementando contenido de aceite y calidad proteica.
Por otra parte, la poliembrionia (PE) es otro fendbmeno de interés en maiz por su
cualidad de producir dos 0 mas plantas productivas por semilla, y que se relaciona con
proteinas de calidad y un ligero aumento en contenido de aceite en el grano,
comparandolo con el maiz comdn.

En este trabajo fueron combinadas las poblaciones D (braquitica de alta
poliembrionia, IMM-UAAAN-BAP), y E (Tuxpefio de alto aceite de CIMMYT = AA);
a partir de las cuales se derivaron nueve dosis de germoplasma Poliembrionico:Alto
aceite “PE:AA” (0, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 y 100 %) por la via de filiales y
retrocruzas. Los objetivos planteados fueron: constituir el germoplasma base para la
derivacion de variedades de alta calidad nutrimental del grano a mas de otras cualidades
de importancia agrondémica-econdémica; identificar las dosis de germoplasma PE:AA que
confieran la mayor calidad nutrimental de grano, i. e. mayor concentracion de grasa
cruda, proteina cruda, y lisina; y ubicar las dosis de germoplasma PE:AA que presenten
la posibilidad de una rapida recuperacion de la poliembrionia. Las variables de respuesta

fueron: germinacion (GE), frecuencia de poliembrionia (PE), en invernadero; contenidos
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de grasa y proteina cruda (GC, PC) y lisina (Lis), en laboratorio. Los tratamientos
(dosis) para las variables de invernadero asi como los de analisis quimicos fueron
manejados en un disefio completamente al azar con tres repeticiones, con excepcion de
lisina, que se trabajé con dos repeticiones. Los datos fueron sometidos al ANVA
correspondiente; la prueba de medias, cuando procedid, fue via Tukey, a = 0.05.
También, fue aplicado un analisis de regresion lineal para determinar la dependencia de
las variables GC y PE con las diferentes dosis de germoplasmas. Para probar el
mecanismo de herencia que controla la PE, fue aplicada una ji-cuadrada (X®) de bondad
de ajuste. Las medias de las variables de invernadero se unieron a las medias de las
variables de calidad de grano y fueron analizadas mediante andlisis de componentes
principales (CP) y anélisis de conglomerados (AC), con el fin de establecer relaciones
entre variables y agrupar genotipos semejantes.

Las dosis intermedias (combinan PE:AA) alcanzaron valores de Lis y GC,
superiores al de maiz comun (2.7 % y 6.9 %). La PE confiere a la poblacion portadora el
valor mas alto para Lis (4 %), mientras que AA presentd el mas alto en aceite (8.3 %).
La proporcién éptima para formar una base genética de alta calidad es 37.5 % PE:AA;y
para PE es la dosis 87.5, con contenidos de lisina de 2.8 g lisina/100 g de proteina y
contenidos de GC 10 % superior al progenitor poliembriénico D.

Los resultados de la X* para probar la hipétesis de herencia monogénica,
homocigotica recesiva en frecuencias de PE mostro diferencias (P < 0.01) en F, y RC;.
por lo tanto, se rechaza la hipotesis de que la PE estuviera controlada por un gen, dos
alelos homocigotos recesivos (3:1 en F, y de 1:1 en RC;); esto, por que la frecuencia de

PE en F, fue de sélo 3.4 % y en RC; de 25.1 %. Estos resultados requieren de plantear
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una hipotesis alterna, la cual pudiera ser un caso de interaccion génica de dos loci, con
epistasis doble dominante, de penetrancia incompleta.

Las dosis de germoplasmas probadas aqui son de valor genético, con potencial

para generar variedades de maiz con calidad nutrimental Lis-AA.
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VIIl. APENDICE

Figura Al. Programa general de cruzas entre la poblacién BAP (D) y TAA (E), filiales y retrocruzas.

TEP 05-06 UA-06 TEP-06/07 UA-2008
F, F1, Fo, RCy F1, F,, F3, RCy, RC, F1, Fo, F3, RCy, RC,
ExF— EF EFxXxE— EFXE EFXE — EFXE
/ 25 12.5 12.5
E x EF — EXEF ExEF — EXEF
12.5 12.5
EFxD — EFxD EFxD — EFxD
62.5 62.5
D xEF — DxEF Dx EF — DxEF
62.5 62.5
FXE— FE FExXxE— FEXE FEXE — FEXE
25 12.5 12.5
E xFE — EXFE E x FE — EXFE
12.5 12.5
FExD — FExD FExD — FExD
62.5 62.5
D x FE — DxFE DxFE — DxFE
62.5 62.5
BAP x TAA— F1(F) DxF— DF DFxD— DFxD DFxD — DFxD
(D) (E) 50:50" 75 87.5 87.5
D x DF — DxDF D x DF — DxDF
87.5 87.5
DFXE — DFxE DFXxE — DFxE
375 37.5
E x DF — EXDF E x DF — ExXDF
37.5 375
FxD— FD FDxD— FDxD FDxD — FDxD
75 87.5 87.5
DxFD — DxFD DxFD — DxFD
87.5 87.5
FDXE — FDxE FDXE — FDxE
375 37.5
\ ExFD — EXFD ExFD — EXFD
37.5 375
DxE— F1(F) BAPXxTAA - F1(F) BAP XTAA — F1(F)
50 50 50
FxF— FF FxF— FF FxF— FF
50 50 50
FF x FF — FFF FF X FF — FFF
50 50

* EI Namero debajo del genotipo formado indica la dosis de germoplasma PE:TAA



Figura A 1. Programa general de cruzas filiales y retrocruzas (continuacion...).
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TEP O5-06 UA-06 TEP-06/07 UA-2008
F. F1, Fo, RCy F1, Fy, F3, RCy, RC, F1, Fo, F3, RCy, RC,
ExG— EG EGXE — EGXE EGXE — EGXE
[ 25 125 125
ExEG — EXEG ExEG — EXEG
125 125
EGxD — EGxD EGxD — EGxD
62.5 62.5
DxEG— DxEG DxEG — DxEG
62.5 62.5
GxE— GE GEXE — GEE GEXE — GEXE
25 125 125
ExXGE — EGE E x GE — ExXGE
125 125
GExD — GExD GExD — GExD
62.5 62.5
D x GE — DxGE D x GE — DxGE
62.5 62.5
TAA X BAP — F1(G) DxG— DG DGxD — DGD DGxD — DGxD
(E) (D) 50:50 75 87.5 87.5
Dx DG — DDG Dx DG — DxDG
87.5 87.5
DGXE — DGXxE DGXE — DGxE
375 375
ExDG — ExDG ExDG — ExDG
375 375
GxD— GD GDxD — GDxD GDxD — GDxD
75 87.5 87.5
DxGD — DxGD DxGD — DxGD
87.5 87.5
GDXE — GDxE GDxE — GDxE
375 375
\ ExGD — ExGD ExGD — ExGD
375 375
ExD—  F1(G) ExD— F1(G) ExD— F1(G)
50 50 50
GxG— GG GxG— GG GxG— GG
GG x GG — GGG GGxG— GGG
CxC— C CxC— C CxC— C CxC— C
DxD— D DxD— D DxD— D DxD— D
ExE — E ExXxE — E EXE — E ExXxE — E
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Cuadro A 1. Comparacion de medias, de las poblaciones base BAP y TAA, sus cruzas y retrocruzas; para
las variables porciento de germinacion (GE), poliembrionia (PE), plantas anormales (AN),
grasa cruda (GC), y proteina cruda (PC).

GEN GE PE AN GC PC
D 93.0 65.5 7.3 5.6 8.5
DF 94.0 13.7 2.7 6.0 9.1
DFxD 96.7 27.7 4.7 6.7 9.8
DFxE 98.7 0.0 1.0 7.3 9.9
DG 98.0 12.8 2.7 6.5 9.9
DGxD 94.0 33.5 4.7 6.2 12.0
DGXxE 99.7 0.0 2.7 6.7 11.5
DxDF 95.3 38.0 5.0 5.7 10.7
DxDG 96.7 39.2 2.7 6.3 11.1
DxEF 98.7 11.4 1.7 6.2 10.3
DxEG 97.3 6.3 2.3 6.4 9.2
DxFD 97.0 35.4 4.0 5.7 11.0
DxFE 97.3 10.3 3.3 5.8 10.7
DxGD 92.3 46.9 6.0 6.3 10.0
DxGE 97.0 15.8 4.0 6.1 8.9
E 98.0 0.0 2.3 8.3 10.3
EF 97.3 0.0 2.0 8.2 10.5
EFxD 98.7 3.1 3.0 6.8 11.2
EFXE 97.3 0.0 1.3 7.8 10.5
EG 99.3 0.0 2.3 8.3 10.6
EGxD 96.7 9.2 2.7 6.6 10.4
EGXE 99.7 0.0 1.0 7.2 10.6
ExDF 96.7 0.0 0.3 7.9 9.7
ExDG 98.0 0.0 0.7 7.8 11.7
ExEF 98.3 0.0 0.7 8.0 10.7
EXEG 97.3 0.0 1.7 7.8 11.1
ExFD 99.3 0.0 0.0 7.7 9.4
EXFE 98.3 0.0 0.7 8.2 9.5
ExXGD 96.0 0.0 0.0 7.9 10.6
EXGE 93.7 0.0 0.3 7.6 12.0
F 99.7 0.0 2.3 6.2 10.6
FD 97.3 10.9 2.7 6.3 9.7
FDxD 97.0 26.3 5.7 7.0 10.1
FDxE 97.3 0.0 3.0 7.3 12.2
FE 95.7 0.0 0.3 6.7 9.6
FExD 98.0 4.0 2.7 7.4 11.2
FEXE 97.0 0.0 0.7 8.3 11.6
FF 99.3 1.6 1.7 7.0 9.5
FFF 99.0 2.0 1.0 7.6 10.5
G 99.3 0.0 0.3 7.6 9.6
GD 98.3 10.7 1.7 6.5 9.9
GDxD 98.3 34.3 3.3 6.5 10.4
GDxE 97.7 0.0 1.3 6.9 11.6
GE 98.7 0.0 1.0 7.1 11.6
GExD 98.3 3.2 2.3 6.6 10.5
GEXE 98.0 0.0 1.0 7.4 11.7
GG 98.0 1.9 0.7 7.4 11.3
GGG 98.7 5.2 4.3 7.0 8.7
C 95.0 59.3 5.0 5.6 9.7
CxE 98.7 0.0 1.7 6.3 9.9
ExC 99.0 0.0 1.0 7.4 11.8
AN-447 84.0 0.0 3.3 4.9 11.6
Media General 97.17 10.15 2.32 6.93 10.48
Tukey (p < 0.05) 6.2062 12.3030 5.8541 1.1223 1.5616
Error Estandar 1.8362 3.6400 1.8760 0.3320 0.4620

C, D, E Poblacién NAP, BAP y TAA respectivamente; F = Cruza DXE, G = Cruza ExD; F, FF, FFF y G, GG, GGG se refiere a la Fy,
F, y F; para F y G respectivamente.



