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RESUMEN
Mejoramiento de dos criollos tropicales de maiz de grano azul por retrocruza
limitada

Angel Reyes-Macin
Maestria en Ciencias en Fitomejoramiento
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
Dr. Sergio Alfredo Rodriguez-Herrera

Explorar el comportamiento de maices (Zea mays L.) pigmentados para su uso
en programas de mejoramiento, toma mayor relevancia, por el incremento en la
demanda de este tipo de granos. Dos maices nativos tropicales, uno de grano
azul y otro magenta, se cruzaron con materiales mejorados, y posteriormente se
retrocruzaron con el método de retrocruza limitada. Los genotipos fueron
sometidos a cinco etapas de evaluacion: 1) variables quimicas del grano, 2)
variables fisicas del grano, 3) caracteres vegetativos y agrondmicos, 4)
caracteres de la mazorca, y 5) analisis de diversidad genética. En general todas
las RC1F1 acumularon una menor cantidad de las moléculas evaluadas en
comparacién con sus progenitores criollos, con excepcion de los carotenos. En
las variables fisicas la dureza cambi6é en las RC1F1 en comparacion con sus
progenitores por un cambio en la proporcion de las estructuras del grano, los
pardmetros de color mostraron discrepancia por la diferencia en la acumulacién
de pigmentos. Se encontraron correlaciones significativas que ayudarian a
seleccionar caracteres relacionados. La reduccion del acame de tallo y raiz, asi
como el incremento en el numero de hileras por mazorca mejor6 en general el
rendimiento de las RC1F1 en comparacion con sus progenitores recurrentes. El
grafico del analisis de escalamiento multidimensional y el analisis de
conglomerados confirmaron la existencia de patrones heteréticos que se pueden
explotar. Las RC1F1 se deben llevar a RC1F2, y realizar la seleccion de familias
para su evaluacion, generacibn de cruzas de prueba y avanzar
generacionalmente las familias que muestren heterosis.

Palabras clave: maices pigmentados, programas de mejoramiento, retrocruza
limitada, antocianinas, diversidad genética.
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ABSTRACT

Breeding of two tropical blue grain native maize’s by backcross limited
Angel Reyes-Macin
Maestria en Ciencias en Fitomejoramiento
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
Dr. Sergio Alfredo Rodriguez-Herrera

Exploring the behavior of maize (Zea mays L.) pigmented for use in breeding
programs, becomes more relevant, due to the increase in demand for this type of
grain. Two native tropical maizes, one of blue grain and another magenta, were
crossed with improved materials, and later backcrossed with the limited backcross
method. The genotypes were subjected to five stages of evaluation: 1) chemical
variables of the grain, 2) physical variables of the grain, 3) vegetative and
agronomic characters, 4) characters of the cob, and 5) analysis of genetic
diversity. In general, all the RC1F1 accumulated a smaller quantity of the
molecules evaluated in comparison with their native parents, with the exception
of the carotenes. In the physical variables, the hardness changed in the RC1F1
in comparison with their parents due to a change in the proportion of the grain
structures, the color parameters showed discrepancy due to the difference in the
accumulation of pigments. Significant correlations were found that would help to
select related characters. The percentage reduction of root and stalk lodging, as
well as the increase in the number of rows per ear, generally improved the
performance of RC1F1 compared to its recurrent parents. The graph of
multidimensional scaling analysis and cluster analysis confirmed the existence of
heterotic patterns that can be exploited. The RC1F1 should be taken to RC1F2,
and make the selection of families for evaluation, generation of test crosses and

generationally advancing families that show heterosis.

Key words: pigmented maize, breeding programs, limited backcrossing,
anthocyanins, genetic diversity.
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INTRODUCCION

En México durante el afio agricola 2017 se dedico el 50.26% de la superficie
sembrada en el territorio nacional a la produccién de maiz en grano (SIAP, 2018).
Estadistica que refleja que es el cultivo mas importante por su amplia utilizacion

en la dieta nacional, y los diferentes usos que presenta en varias industrias.

La diversidad genética del cultivo es sumamente amplia en todo el mundo, pero
la mayoria se concentra en México (Figueroa et al., 2013), donde es posible
encontrala en los campos agricolas en forma de variedades nativas (Perales y
Golicher, 2014). Esta gran diversidad genética del cultivo es de suma importancia
para diversos sectores que la utilizan, principalmente los agricultores para su
produccion vy, los investigadores para su estudio y aplicacion (Prasanna, 2012).
El reporte mas completo menciona la identificacion de 59 razas de maiz para
México (Sanchez at al., 2000), encontrandose también una gran diversidad entre

razas y dentro de razas (Gonzalez-Castro et al., 2013).

Desde mediados del siglo pasado se comenzé a colectar la diversidad genética
del maiz en México (Wellhausen et al., 1951), diversidad que ha sido subvalorada
al tenerse en resguardo pero sin ser utilizada, en el mejor de los casos se
realizaron estudios para detectar caracteristicas sobresalientes de las
poblaciones pero sin llegar a ser utilizadas. Posiblemente al amplio uso de los ya
conocidos grupos heteréticos con los que cuentan las empresas e instituciones,
dedicandose en muchos casos a solo reciclar lineas para mejorar el mejor hibrido

con el que cuentan.

Recientemente esta diversidad se ha puesto en la mira de diversos
investigadores, al ofrecer la oportunidad de incorporar caracteristicas favorables
dentro del germoplasma elite (Prasanna, 2012), al poseer caracteristicas de
rusticidad, tolerancia a enfermedades, alto rendimiento, calidad industrial y
calidad nutricional (Gonzalez-Castro et al.,, 2013), la revalorizacion de la
diversidad también se debe a la existente demanda del mercado de incluir
mejores caracteristicas agronomicas y de calidad (Hellin et al., 2013).



Entre las caracteristicas que han tomado mas importancia se encuentra la calidad
nixtamalera y tortillera, el rendimiento y calidad elotera, el incremento de la
concentracion de aminoacidos esenciales (lisina y triptéfano) y de
microelementos (Fe y Zn) por mencionar algunas. Regularmente estas
cualidades se encuentran ausentes en los hibridos comerciales tradicionales al
darle mas importancia al rendimiento de grano durante la seleccién. El uso de
hibridos no convencionales como los QPM vy los enriquecidos con carotenos se
ha incrementado principalmente en paises en vias de desarrollo, con el fin de

disminuir los problemas de desnutricion.

Una de las demandas mas recientes es la produccion y comercializacion de mas
volumen de maices pigmentados con antocianinas, por su uso tradicional y
potencial en mercados especializados (Salinas et al., 2013b), la industria
alimentaria también ha buscado su implementacion al generar una alternativa a
los colorantes sintéticos, pero la que mas llama la atencion es la presencia de
moléculas funcionales (antocianinas y otros compuestos fendlicos) que ayudan a
la salud (Lao et al., 2017).

Las condiciones ambientales de alta luminosidad y bajas temperaturas nocturnas
gue prevalecen en las zonas denominadas como tierras altas, favorecen mejor la
sintesis y acumulaciéon de antocianinas (Salinas et al., 2013b), condicion que
posiblemente ha incentivado el estudio de las razas aclimatadas a esta zona. La
evaluacion de maices pigmentados tropicales de tierras bajas (0 a 1000 msnm)
ha estado mas limitada en cuanto al nimero de poblaciones y/o accesiones
utilizadas, posiblemente a un menor hacinamiento de antocianinas en el grano,

por la presencia de altas temperaturas diurnas y nocturnas (Paliwal et al., 2001).

El mejoramiento genético de los maices de grano pigmentado es un tema que
hasta la fecha ha sido poco abordado por los mejoradores de este cultivo. La
exploracion del comportamiento de este tipo de maices tropicales pigmentados
al cruzarse con materiales mejorados, se aborddé como eje central del presente
estudio, con la finalidad de conocer su potencial en la acumulacién de diferentes

compuestos nutraceuticos (antocianinas, lisina, triptéfano y carotenos), asi como



los cambios que se presenten en las variables fisicas del grano (color, indice de
flotacién, peso de 100 granos y peso proporcional de las estructuras del grano),
agronomicas (altura de planta y de mazorca, acame y rendimiento) y de la
mazorca (peso de mazorca, indice de desgrane, numero de hileras, numero de
granos por hilera, etc.) en las diferentes retrocruzas formadas en comparacion
con sus progenitores recurrentes y donantes, con la finalidad de generar
poblaciones base de premejoramiento. También se analizé la diversidad genética

de los genotipos con SNP’s.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos

Objetivo general

Mejorar dos criollos de maiz de grano azul mediante el método de retrocruza

limitada.
Objetivos especificos

Identificar cual es la mejor retrocruza en comparacioén con sus progenitores, de

acuerdo a cada variable.

Describir los cambios en las diferentes variables analizadas presentes en las

diferentes retrocruzas, en comparacion con sus progenitores.

A partir del analisis de diversidad genética con SNP’s observar cOmo estan
distribuidos los genotipos de acuerdo a su distancia genética.

Hipotesis

Al menos una de las RC1F1 mostrara mejores caracteristicas agronémicas y un

aumento en los compuestos nutraceuticos en comparacion con su progenitor

recurrente.



REVISION DE LITERATURA

Importancia y Produccion del Maiz en México

En México el maiz (Zea mays L.) es el cereal basico dentro de la alimentacion,
conjuntamente dentro del territorio nacional se encuentra la mayor diversidad
genética de la especie, por la gran cantidad de condiciones ambientales en las
que se cultiva, aunado a la inmensa diversidad de usos en las que se han
empleado todas las partes de la planta, especialmente el grano (Hernandez y
Esquivel, 2004).

El maiz de grano en sus diferentes modalidades, fue el cultivo de mas importancia
de acuerdo a la superficie sembrada en el afio agricola 2017, con 7.54 millones
de hectareas bajo condiciones de riego y temporal. Durante este afio se present6
una produccién de 27.76 millones de toneladas de grano, de este total cerca del
99.62% fue maiz de grano blanco o amarillo los que cubren las necesidades de
la industria de la masa, harina y alimentos balanceados. El 0.38% restante
corresponde a maices de especialidad, los que estan comprendidos por maices
de colores, pozolero, azul y palomero, que representaron una producciéon de
58.43, 30.54, 10.34 y 0.69% respectivamente (SIAP, 2018).

Variabilidad del Maiz en México

Un gran segmento de la diversidad genética del maiz se concentra dentro del
continente Americano, especialmente en México (Figueroa et al., 2013), donde
es sumamente abundante en las variedades nativas. (Perales y Golicher, 2014).
De acuerdo a Caraballoso-Torrecilla et al. (2000) la variabilidad genética del
maiz, esta dada por los mismos mecanismos que operan en las poblaciones bajo
proceso evolutivo, tanto de manera espontdnea como bajo domesticaciéon. La
diversidad del maiz también se puede atribuir a la seleccién realizada por los
agricultores, asi como a los factores ambientales que llevaron a la evolucion de

un gran namero de variedades locales (Perales y Golicher, 2014). Esta gran



diversidad aun es de gran importancia para los agricultores productores de maiz
de ciertas regiones de México, asi como para la comunidad cientifica (Prasanna,
2012), la cual aun se puede encontrar en los campos agricolas en forma de

variedades criollas en su centro de origen (Herrera et al., 2000).

La raza se ha utilizado histéricamente como la unidad de andlisis de la diversidad
del maiz desde el planteamiento del concepto hasta la actualidad (Brush y
Perales, 2007), concepto que fue definido por Anderson y Cutler (1942) como “un
grupo de individuos relacionados con suficientes caracteristicas en comun para
permitir su reconocimiento como grupo; y que desde el punto de vista genético,
una raza es un grupo de individuos con un namero significativo de genes en
comun; las razas principales tienen un niumero menor en comun que las sub-

razas”.

Wellhausen et al. (1951) realizaron la primera publicacién de la clasificacién racial
y su distribucion del maiz dentro del territorio mexicano, donde plasmaron la
descripcion de 25 razas concentradas en cuatro grupos, tres sub-razas y siete
razas no bien definidas, mediante el uso de rasgos morfolégicos, genéticos,
citolégicos y fisioldgicos. A través del analisis de 696 colectas de maiz de la Sierra
Madre Occidental Hernandez y Alanis (1970) consiguieron registrar cinco razas
mas originarias del norte y noreste de México. Posteriormente, con los estudios
realizados por Ortega-Paczka (1985) y, Ortega-Paczka y Barajas (1994) se
pudieron identificar 10 razas méas. De acuerdo a la metodologia que propuso
Benz (1986) consiguid definir cinco nuevas razas. Por ultimo Sanchez-Gonzélez
(1989) logro caracterizar y concretar cuatro razas mas. Sumando el numero de
razas mencionadas anteriormente, da como resultado las 59 razas identificadas
por Sanchez et al. (2000) quienes utilizaron caracteristicas morfolégicas e

isoenzimaticas, para su identificacion.

La gran diversidad que existe entre razas es evidente, sin embargo, al estudiarse
la variabilidad dentro de razas esta disminuye (Gonzalez-Castro et al., 2013), no
obstante como estos mismos autores lo mencionan en sus resultados, la

variabilidad intrarracial presenta fluctuaciones porcentuales muy notorias y



dispersas, lo cual relacionan con diferentes factores como la distribucién
geografica, la erosidn genética, la escasa superficie de siembra y/o la amplia
adaptabilidad que presentan las diferentes razas analizadas. Esta gran
abundancia de variantes dentro de razas ha sido reportada por Herrera-Cabrera
et al. (2004) y Wen et al. (2012) quienes encontraron una gran diversidad en las

razas Chalquefio y Tuxpefio respectivamente.

Aprovechamiento de la Diversidad del Maiz

La gran diversidad genética del maiz ofrece un gran nimero de oportunidades
para el mejoramiento genético, a traves de la incorporacion de alelos favorables
en el germoplasma del maiz, para la produccion de nuevas variedades
(Prasanna, 2012). El conocimiento de las virtudes de la variabilidad del maiz, da
como resultado el uso potencial que esta pueda tener en los programas de
mejoramiento. Ademas, el uso de los maices nativos puede asegurar su
conservacion a través de los caracteres deseables que estos pueden tener como
rusticidad, tolerancia a enfermedades, alto rendimiento, calidad industrial y
nutricional (Gonzéalez-Castro et al., 2013). El potencial que presentan los maices
nativos de México aun puede revelar grandes cosas, por lo que se requiere

proteger este germoplasma (Serna-Saldivar et al., 2013).

De acuerdo a Turrent-Fernandez et al. (2012) la variabilidad que presentan los
maices nativos ha sido subvalorada por los investigadores, al centrar por mucho
tiempo sus investigaciones en el rendimiento de la materia seca del grano. La
evaluacion de un gran niumero de accesiones de maices criollos para incrementar
el rendimiento de grano se ha hecho por mucho tiempo, encontrando poblaciones
sobresalientes con potencial de uso (Castro-Nava et al., 2014; Herrera-Cabrera
et al., 2013; Navarro-Garza et al., 2012; Palemon-Alberto et al., 2017; Pecina-
Martinez et al., 2011; Tadeo-Robledo et al., 2015).

La apreciacion de algunas otras caracteristicas como la calidad, la biofortificacion

y la actividad antioxidante por mencionar algunas, presentes en ciertas



poblaciones nativas, ha tomado importancia recientemente por parte de los
investigadores. La revalorizacion de la diversidad se debe a la existente demanda
del mercado de incluir caracteristicas agronémicas y de calidad (Hellin et al.,
2013). Aunque conviene enfatizar que la diversidad del maiz nativo entre y dentro
de razas, juega un papel substancial que incluye la presencia de compuestos

nutraceuticos (Serna-Saldivar et al., 2013).

Algunas otras nuevas caracteristicas que se han explorado en la diversidad, es
la calidad nixtamalera y tortillera que presentan los maices criollos (Antuna-
Grijalva et al., 2008; Gaytan-Martinez et al., 2013; Jiménez-Juarez et al, 2015;
Mauricio-Sanchez et al., 2004; Salinas-Moreno et al., 2010; Vazquez-Carrillo et
al., 2011; Vazquez-Carrillo et al., 2010), recientemente se ha reportado la
evaluacion de algunos otros atributos, como los aspectos microestructurales que
presenta el grano en relacién a su uso final y las propiedades térmicas del
almidén (Narvaez-Gonzalez et al., 2007), y su posible uso industrial (Aragon
Cuevas et al., 2012; Gaytan-Martinez et al., 2013).

La evaluacién de poblaciones de diferentes regiones para el rendimiento y
calidad elotera, ha determinado la presencia de atributos deseables que podrian
utilizarse en programas de mejoramiento (Coutifio et al., 2010; Coutifio et al.,
2015; Ortiz-Torres et al., 2013). La calidad del grano de la raza Cacahuacintle y
Ancho ha retomado importancia ante la necesidad de encontrar poblaciones con
potencial agrondémico y con aspectos potenciales de calidad para el pozole
(Hernandez et al.,2014; Romero Portillo et al., 2018; Vazquez et al., 2010). La
caracterizacion de los maices nativos amarillos por su parte se encuentra limitada
(Lozano-Alejo et al., 2007; Salinas et al., 2008), posiblemente a que ya se cuenta
con maices mejorados de este tipo. Dentro de las exploraciones en las colectas
de maices de diferentes zonas geograficas de México se han encontrado
poblaciones con altos contenidos de lisina y triptofano, algunos hasta con el 50
por ciento de los requerimientos del humano de estos dos aminoacidos, y la
superacion de testigos QPM (Cazares-Sanchez et al., 2015; Vera-Guzman et al.,
2012; Vidal et al., 2008).



Los maices pigmentados han tomado gran importancia, por el amplio uso que
tienen en el uso tradicional y su potencial en mercados especializados (Salinas
et al., 2013b). La evaluacién de poblaciones mexicanas con diferentes grados de
tonalidad se ha realizado por mucho tiempo, con la finalidad de determinar el
contenido de antocianinas totales (Espinosa et al., 2009; Hernandez-Quintero et
al., 2017; Salinas-Moreno, at al., 2012; Salinas et al., 2013a; Salinas at al., 2012;
Salinas at al., 1999), aunque aun se requiere ampliar mas la informacién sobre

las razas de maiz con variantes de grano pigmentado.

Como se menciond anteriormente se han evaluado varios atributos dentro de las
poblaciones, siendo evidente la superioridad que presentan algunas accesiones
en rasgos especificos. Una vez identificadas estas poblaciones superiores se
deben de iniciar programas de pre-mejoramiento, a través de la cruza de los
materiales nativos con lineas elite (Pixley et al., 2018). Para esto hay que tomar
en cuenta que la introgresion de caracteres controlados por genes de efectos
mayores se pueden hacer en fases tempranas, y las controladas por genes
menores se deben de ayudar en la seleccién gendémica a fin de aumentar los

alelos favorables (Gorjanc et al., 2016).

Retrocruza Limitada

Los maices criollos se encuentran amenazados por el desplazamiento de los
maices mejorados en gran parte del pais, siendo mas evidente en las zonas
donde se realizd una agricultura mas industrial. En muchas regiones aun se
siguen sembrando las variedades locales que se emplean en platillos tipicos, al
presentar caracteristicas Unicas de calidad en las diferentes preparaciones
culinarias que se utilizan y que los maices mejorados no presentan (Fernandez
et al., 2013). El aumento del potencial de rendimiento y mejora del arquetipo de
las poblaciones nativas, resulta ser una buena alternativa para la conservacion
de los criollos y que estos sean atractivos para el productor y se continden

sembrando (Ramirez et al., 2003), garantizando asi su preservacion.



De acuerdo con Hallauer et al. (2010) la retrocruza se utiliza para la incorporar
un (os) gen (es) especifico (S) en un genotipo deseable. El objetivo del
retrocruzamiento es transferir una caracteristica especifica, del padre donante
(no recurrente) al progenitor recurrente, recuperando el genotipo del padre
recurrente en retrocruzas sucesivas e incorporar el rasgo deseado del padre
donante. Esta metodologia también se puede utilizar para rasgos que no
dependen de uno o dos genes, como la incorporacion de germoplasma exético

en poblaciones adaptadas.

Partiendo de este principio Marquez (1990) propuso incorporar a las razas de
maiz, caracteristicas deseables de poblaciones genéticamente mejoradas ya
existentes, por medio de la retrocruza. En los estudios tedricos que este mismo
autor desarroll6, pudo demostrar que las retrocruzas continuas reducen la
heterosis que se produce entre el progenitor donante y el recurrente hasta
situarse en cero en la generacion tedrica infinito, sin embargo, esta misma
heterosis aun se conserva en la generacion RC1F2, por lo que planted detener
el retrocruzamiento en esta generacion para explotar la heterosis que llamo
“heterosis residual”. En base a los resultados que obtuvo Marquez (1990), sugirié
el método llamado retrocruza limitada, que consiste en cruzar variedades
mejoradas (progenitor donante) con variedades nativas (progenitor recurrente), y
luego efectuar una sola retrocruza hacia las variedades nativas para explotar la
heterosis entre ambos progenitores, a la que llamo “heterosis residual’, y
posteriormente utilizar esta poblacion como base de seleccién recurrente y/o
hibridacién. Casi diez afios mas tarde, Marquez et al. (1999) sugieren que la
retrocruza limitada es un método genotécnico que mejora el rendimiento,
explotando la heterosis residual en la primer retrocruza, disminuye la altura de
planta y mazorca, y consecuentemente disminuye el porcentaje de acame. Esta
misma metodologia fue usada por diferentes autores (Barrera et al., 2005;
Ramirez et al., 2015; Ramirez et al., 2003; Sahagun et al., 2008) donde la
disminucién de altura de planta y mazorca fue un resultado en comun. También
se logra obtener maices mas rendidores que el criollo original, pero con mejor

calidad de nixtamalizacion y de elaboracion de tortillas (Vazquez et al., 2003).
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Usos de Maiz

El maiz es el cereal con mas demanda en el mundo y es uno de los cultivos que
presenta el mejor crecimiento anual en cuanto a volumen (Lozano y Fernandez,
2019). El uso del maiz es de una forma muy diversa, entre las principales se
encuentran el consumo humano; la alimentacién de animales y fermentado para
la elaboracion de productos industriales (Paliwal at al., 2001). Un gran niumero de
personas en Africa y América Latina dependen del maiz, al utilizarlo en la
elaboracién de alimentos tradicionales e industrializados (Serna-Saldivar y Perez,
2019).

El grano de maiz se puede separar en las diferentes estructuras que lo
componen, fisica 0 quimicamente, para obtener fracciones refinadas y molidas
en seco, almidén o subproductos. Este conjunto de materias primas obtiene un
valor agregado al convertirse en cereales, bocadillos, productos de panaderia,
dextrosa, glucosa, dextrinas, alcohol etilico o alcoholes destilados, bioetanol y
aceite de maiz (Lozano y Fernandez, 2019).

Este grano también se ha propuesto como una opcion para elaborar productos
sin gluten. La industria de la molienda en seco y de procesamiento de alimentos,
demanda granos con mas rendimiento y calidad, para mejorar las aptitudes del
producto final. Algunos tipos de grano de uso especial como el maiz azul, son
cada vez mas pedidos en las tiendas de alimentos especializados. Otra opcion
son los hibridos con calidad proteica (QPM) que muestran un Optimo valor
nutricional, para transformarse en excelentes alimentos (Serna-Saldivar y Perez,
2019).

De acuerdo con Serna-Saldivar et al. (2013) los maices nativos conservan una
gran diversidad genética y potencial para generar alimentos funcionales, para
qgue la poblacién mas indefensa pueda enfrentar problemas de desnutricién y
salud, a través de los compuestos fitoquimicos conocidos como nutracéuticos,

gue se encuentran dentro de diferentes poblaciones nativas de maiz. Estos
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compuestos nutracéuticos presentes en el maiz, no son nutrientes que se
asocian con deficiencias presentes en la dieta, sino moléculas que al consumirse
ayudan a prevenir y/o tratar diferentes enfermedades crénico-degenerativas.
Adicionalmente este mismo autor clasifica los principales compuestos
nutracéuticos asociados a maices criollos, sin especificar raza, accesion o
estructura donde se les encuentre, o el efecto preventivo o terapéutico que tienen.
Por otra parte Ferndndez et al. (2013) realizaron una recopilacion de los usos
mas comunes y las razas de maiz empleadas, resaltando la identificacion de
propiedades nutrimentales que dan una mejor calidad a las poblaciones nativas,
permitiendo el uso de precios diferenciales por calidad.

Estructura del Grano

Posterior a la polinizacion, la planta de maiz tiene como funcion principal
desarrollar mazorcas, cada mazorca puede producir entre 600 y 1000 granos
(Garcia-Lara y Serna-Saldivar, 2019). Conocer la composicion del grano de maiz
es vital para preservar una excelente calidad en la recoleccion, secado,
almacenamiento y comercializacién, independientemente del uso o aplicacion
gue se le dé (Watson, 2003).

De acuerdo con Garcia-Lara et al. (2019) el grano de maiz es un cariépside (fruta
seca, indehiscente, de una sola semilla y pericarpio fuertemente adherido al
endospermo, el cual no se separa de manera natural) conformado por tres
organos principales: germen, endospermo Yy pericarpio; adicionalmente se
encuentra el pedicelo, estructura que no es propiamente del fruto (figura 1). Este

mismo autor describe los diferentes 6rganos como a continuacién se presentan:

El fruto se encuentra fusionado a la mazorca a través del pedicelo, una extension
de la mazorca. Este 6rgano se encuentra en pequefias proporciones, pero es de
suma importancia por conducir los productos de la fotosintesis al grano en
desarrollo. Durante el proceso de desgrane, el pedicelo se rompe de la mazorca,

dejando un extremo triangular en el grano.
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Figura 1. Diseccion de un grano de maiz amarillo dentado. Vista longitudinal y
perpendicular hacia la cara del grano (80 um a 10X). Al: capa de aleurona; FE:
endospermo harinoso; HE: endospermo corneo; HL: capa hilar; P: pericarpio; SA:
cicatriz del estigma; Sc: escutelo; TC: pedicelo. El embrion incluye los siguientes
tejidos anatomicos, Cp: coleoptilo; Cr: coleorriza; Pl: plamula; PrR: raiz primaria;
RC: caliptra; VB: haz vascular; VC: cilindro vascular. Desde Sc hasta RC se
denominan colectivamente "germen". Fuente: Garcia-Lara et al. (2019).

El pericarpio se produce a partir de las paredes ovaricas, teniendo como principal
objetivo proteger la semilla del estrés bibético o abibtico. Esta parte del grano

constituye del 5 — 7% del peso seco del grano, se subdivide en epicarpio,
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mesocarpio y endocarpio, este conjunto de tejidos se conforma de células
fibrosas ricas en fitoquimicos. La epidermis es la capa mas externa, y se extiende
por todo el grano, excepto en la punta, y estd compuesta por una hilera de células
recubiertas de una capa cerosa que restringe la absorcibn de agua. El
mesocarpio es la capa mas gruesa representando el 90% del pericarpio, esta
estructura estd compuesta de dos tipos de células, cruzadas y tubulares que
juegan un papel crucial para la distribucion del agua dentro del grano. La capa
de la semilla es la estructura mas externa, es una membrana delgada, hialina,
suberizada, casi invisible y se encuentra junto a las células tubulares. Se adhiere
fuertemente a la superficie exterior de la capa de aleurona y se cree que imparte

propiedades semipermeables al grano de maiz.

El germen se compone de: el epicotilo compuesto de tallo y hojas primordiales,
el mesocotilo, en el que se combinan los haces vasculares del escutelo y el
embrion, y el escutelo. El escutelo o cotiledon es el primer tejido de reserva
abundante en proteinas, lipidos y micronutrientes que proporcionan al embrién
los nutrimentos necesarios para la germinacion. El germen representa alrededor
del 12% del peso del grano, el 85% de la grasa total y, la mayoria de las

albuminas y globulinas.

El endospermo es la estructura mayoritaria con un 80 - 82% del peso del grano,
se compone de 86 - 89% de almiddn, y este a su vez se divide en la capa de
aleurona y endospermo almidonado. El endospermo almidonado se subdivide en
corneo o vitreo y harinoso. La aleurona es una capa de células y se considera el
recubrimiento externo del endospermo. Las células del endospermo almidonado
estan compuestas por un panel celular delgado, granulos de almidén empotrados

en una matriz proteica y cuerpos de proteinas de forma esférica.

Antocianinas en el Maiz

Dentro de las razas reportadas en México, existen poblaciones que presentan
grano pigmentado con tonalidades que inician desde el rosa palido hasta el negro

(Salinas et al., 2012), de acuerdo con Ortega et al. (1991) estas variantes
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pigmentadas se presentan en 41 razas dentro del grano, hojas, tallo y mazorca.
La preferencia de la poblacién de ciertas regiones por el consumo de maiz
pigmentado (rojo, azul, morado y negro) se debe a la diferencia de sabor y textura
que estos presentan, en comparacion con el maiz blanco (Bello-Pérez et al.,
2016). Investigaciones recientes han demostrado que las antocianinas de los
maices pigmentados son una alternativa a los colorantes sintéticos en la industria

alimentaria, ademas de que ayudan a la salud (Lao et al., 2017).

Las antocianinas son compuestos fendlicos solubles en agua que dan el color
rojo, purpura o negro al grano de maiz (Lao et al.,, 2017). Estas moléculas
pertenecen al grupo de los flavonoides, y su arreglo basico es un nucleo de
flavona que presenta dos anillos aromaticos ensamblados por una unidad de tres
carbonos, los diferentes grupos funcionales que se sustituyen en las regiones R1
y R2 (figura 2) determinan el tipo de antocianidina o aglicona (Salinas et al.,
2013b). Las principales antocianinas presentes en el maiz morado son seis,
aunque se ha informado la presencia de otras 17 en menores cantidades (Lao et
al., 2017). En los granos de maices con tonalidades azul, morado, negro y
magenta, la antocianidina dominante es cianidina, ya que la mayoria de las

antocianinas se derivan de ella (Salinas et al.,1999; Salinas et al., 2013a).

La presencia de las antocianinas en el maiz se encuentra en diversas partes de
la planta como el tallo, vaina, hojas e inflorescencias; dentro de la mazorca se
encuentran en las bracteas, raquis y grano. En el grano se acumulan en el
pericarpio, la capa de aleurona, o en ambas estructuras (Cui et al., 2012; Salinas
et al., 2012; Salinas et al., 2005) en menor cantidad también las podemos

encontrar en el endospermo almidonoso y el embrién (Cui et al., 2012).

La acumulacién del pigmento en las estructuras del grano determina el uso de
este tipo de maices (Salinas et al., 2013b), si se encuentra en la aleurona, el
grano puede ser nixtamalizado para la elaboracidon de productos con tonalidades
azules, cuando se acumula en el pericarpio y en cantidad suficiente podria
considerarse para la extraccion de pigmentos (Salinas et al., 1999;Salinas, 2009).

Conforme a la recopilaciéon de Salinas et al. (2013b) los contenidos de antociani-
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OR2
OH

Antocianina R1 R2

Cianidina -3- glucosido OH H
Pelargonidina-3-glucosido H H
Peonidina-3-glucésido OCHs H
Cianidina-3- (6"-malonilglucésido) OH COCH2CO0H
Pelargonidina-3(6"-malonilglucosido) H COCH2CO0H
Peonidina-3(6"-malonilglucésido) OCHs COCH2COOH

Figura 2. Arreglo quimico de las seis principales antocianinas en el maiz. Fuente:
Lao et al. (2017).

nas totales (ANTO) presentes en los granos de maiz, pueden variar en funcion
del color del grano, la técnica de extraccién y del germoplasma utilizado, por
ejemplo los maices azul/morado, purpura y magenta generan mas contenido de
antocianinas que en los maices de color rojo (Espinosa et al., 2009; Espinosa et
al., 2010; Paulsmeyer et al., 2017; Ryu at al., 2013a; Salinas et al., 2012).

Salinas et al. (2013b) mencionan la existencia de un niumero reducido de estudios
efectuados a maices con pigmentos del tipo antocianino, realizados
predominantemente en poblaciones nativas aclimatadas a altitudes elevadas que
presentan una mejor acumulacion de ANTO por efecto de las condiciones
ambientales que prevalecen en estas regiones de alta luminosidad y bajas
temperaturas nocturnas. Entre los resultados mas notables se encuentran los de
Espinosa et al. (2009), quienes reportan 1269.4 ug de ANTO g de grano en una
poblacién purpura proveniente de la recombinacién de una accesién de grano

azul y otra de grano purpura. Salinas-Moreno et al. (2012), evaluaron la
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concentracion de ANTO en 18 muestras colectadas en el Estado de México,
Ciudad de México y Oaxaca del total de muestras, seis presentaron valores de
ANTO superiores a los 1000 ug equivalentes de cianidina 3-glucosido (ECG) g+
de muestra seca (MS). En otro estudio Hernandez-Quintero et al. (2017),
después del analisis de 554 muestras identificaron tres accesiones provenientes
del estado de Tlaxcala que mostraron concentraciones de ANTO de 1989.97,
1952.49 y 1741.89 ug equivalentes de pelargonidina (Pel) g*. También fueron
evaluadas 124 lineas Sz por Mendoza-Mendoza et al. (2017), provenientes de
poblaciones nativas de Tlaxcala y del programa de mejoramiento de Colegio de
Posgraduados, para las cuales hallaron que las 10 mejores lineas acumularon
entre 1840 y 3090. ug de ANTO g de grano.

Con base en la revision de literatura, la evaluacién de maices pigmentados
tropicales de tierras bajas (0 a 1000 msnm) ha estado limitada en cuanto al
namero de poblaciones utilizadas, por ejemplo, Hernandez-Quintero et al. (2017),
mencionan que utilizaron 554 muestras, pero solo 44 accesiones eran de
procedencia tropical pertenecientes a 14 razas de maiz, sin dar a conocer sus
resultados. Ryu et al. (2013) entre las accesiones que analizaron, cuatro
muestras correspondian a cuatro razas mexicanas provenientes de los estados
de Sonora y Chihuahua, sin embargo, los resultados se exponen de forma
agrupada por tipo de grano y color, no de cada una de las accesiones en
especifico. De la misma forma Salinas et al. (2012) analizaron 52 accesiones de
siete razas provenientes del estado de Chiapas, aunque no especifica la altitud
en la que se colectaron cada una de las muestras, se sabe que de estas razas
seis se encuentran predominantemente por debajo de los mil metros de altitud,
con excepcion de Olotén, sin embargo los resultados son muy variables y no se
muestran por accesion, pero de acuerdo a las medias grupales se observan
accesiones con valores por encima de los 500 ug g* de ANTO en las razas
Zapalote grande, Tepecintle, Vandefio y Olotillo. En otro estudio realizado por
Salinas et al. (2013a), con 18 colectas pertenecientes a seis razas de la parte
tropical del estado de Oaxaca identificaron alta variabilidad en el contenido de

ANTO con valores entre 186.5 y 1512.1 ug ECG g. Todos estos resultados
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indican que existe una variabilidad importante en los materiales tropicales
pigmentados en relacion al contenido de antocianinas y actividad antioxidante
que justifica el desarrollo de un programa de mejoramiento genético de estos

maices.

La mejora genética de caracteristicas de importancia agronémica en el maiz azul
aun es incipiente (Antonio et al., 2004), por lo que es indispensable generar
estrategias de mejoramiento genético que tengan como finalidad producir
poblaciones con alto contenido de antocianinas, para cubrir las demandas
humanas de: nutricion, salud, industriales, entre otras mas (Espinosa et al.,
2012).

Desde principios del siglo pasado diversos investigadores mostraron interés por
saber la genética de la pigmentacion del grano de maiz (Shull, 1911; East, 1912;
Emerson, 1912; Hayes, 1917; Kempton, 1919). Varios estudios tuvieron que
realizarse para entender la coloracion del grano, actualmente se sabe que la
biosintesis de las antocianinas en el grano es compleja (Espinosa et al., 2012),
en la ruta de biosintesis y enzimas participantes actian diversos genes (cuadro

1) estructurales, reguladores y transportadores (Cone, 2007).

El gran nimero de genes y alelos que intervienen en la sintesis de las
antocianinas trae consigo diferentes efectos genéticos, que dificulta la seleccién
de poblaciones con todos los alelos responsables de la acumulacion de
antocianinas. La injerencia de los genes reguladores sobre los genes
transcripcionales de la sintesis de las antocianinas, exhibe la manifestacién de
epistasis (Espinosa et al., 2012). La epistasis transcripcional, afecta las
interacciones genéticas de la tasa de transcripcion de otro gen o conjunto de
genes, dando como resultado una sobredominancia, que no es efecto de las

interacciones alélicas de genes estructurales (Springer y Stupar, 2007).

La presencia de efectos maternos ha sido corroborada por Espinosa et al. (2009)
quienes encontraron que el progenitor que presenta la funcion de hembra en
cruzas dialelicas de maices pigmentados mostro efectos significativos en la

acumulacion de antocianinas en el pericarpio y en la aleurona. Afirmacién que
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Cuadro 1. Genes presentes en la biosintesis de las antocianinas del maiz y otros

pigmentos de la planta.

Loci Cr Nombre Alelos Tipo Long (pb) Enzima
pal - - - E - PAL
c4h C_lnamlc acid E CaH
hidroxylase
Acl 4?Coumary CoA E ACL
Ligase
c2 4L Colorless-2 \(/ZVZh,pCZ, C2-ldf, E 1203 CHS
chi i _Chalcone Chil, Chi2, Chi3, E 693 CHI
isomerase-1 Po
thty -  lavanone Fht, fht E 1119  F3H
hidroxylase
prl 5L Purple aleurone P.p E - F3'H
al 3 L Anthocyanin-1 A, a, A-b,a-B,Ad E 1073 DFR
a2 5S Anthocyanin-2 A2,a2 E 1188 ANS
bzl 9S Bronze-1 Bzl, bzl E 1416 F3GT
bz2 1L Bronze-2 Bz2, bz2 T - GST
ZmMr4 - - - T - MRP
Ci,c, Pl C-, C-S, i
cl 9S Colored-1 c-p, ¢-n, c-m1, R 837 R2R3
MYB
cm2
R2R3-
pll 6 Purple leaf-1 PI1-Blotched R - MYB
R-r, R-g, r-g, r-r,
rl 10 L Red Rst, R-sc, R-mb, R 1935 bHLH
R-ni, Lc, Sn, S
bl 2 Booster-1 B-Peru, B-Bolivia R - bHLH
pl 1S Pericarp color 1 \I:/>Vl-wr, Plww, P- o - -
vpl L Viviparous y[?%: vpl vp-me, g - -
inl 7 S Intensifier In, in R - LH
paci -  Halealeurone Pac, pac R - WD40
color-1
dek-1 1S Defective kernel gik'l’ dek-2, dek- g - -

Cr= Cromosoma, Long= Longitud, pb= Pares de bases, E= Gen estructural
T= Gen que codifica al transportador; PAL= Fenil alanina amonioliasa, CHS=

, R= Gen regulador,
Chalcona sintetasa,

CHI= Chalcona isomerasa, FHT= Flavanona-3-hidroxilasa, F3'H= Flavonoide-3-hidroxilasa,
DFR= Dihidroflavonol reductasa, ANS= Antocianidina sintetasa, F3GT= Flavonoide-3-O-glucosil

transferasa, GST= Glutation-S-transferasa, MRP= Transportador resistente
Desconocido. Fuente: recopilacion realizada por Espinosa et al., 2012.

a multidrogas, (-) =

sugiere gque las poblaciones empleadas como hembra que exhiban acumulacion

de antocianinas en el pericarpio, demostraran un efecto positivo en el caracter
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cuando se empleen en las cruzas reciprocas (Espinosa et al., 2012). En otro
trabajo publicado por Espinosa et al. (2010) encontraron que la contribucion de
los efectos aditivos (ACG) de los genes que intervienen en el rendimiento de
antocianinas por planta son mayores que los efectos maternos. Adicionalmente,
la acumulacién de antocianinas se encuentra sujeta a mas causas, por otro tipo

de efectos.

En el genoma del maiz se han identificado varios transposones y retransposones
(Liu et al., 2007), que da como resultado un patrén de variegacion en el grano
(Chang et al., 2005), al alterar la expresion de genes que intervienen en la sintesis
de las antocianinas. Espinosa et al. (2010) también encontraron significativo el
efecto reciproco sobre el rendimiento del pigmento por planta, situacién que
indica que la direccién en la que se hacen las cruzas (directa y reciproca)
presenta un efecto en la acumulacion de antocianinas, lo que refiere a la
interaccion entre factores extranucleares y nucleares en las cruzas (Kang et al.,
1999).

Se ha demostrado que el efecto de xenia afecta diversas caracteristicas del grano
(Liu et al., 2010) y el color del endospermo (Waller, 1917). Los genes booster (b)
y red (r) codifican elementos de transcripcion que regulan la sintesis de
antocianinas en el maiz, pero en ambos loci existen alelos paramutables
(Rr:standard, B-lI ) y otros alelos paramutagénicos (R-stippled, B') donde los
alelos paramutables presentan una expresibn mas alta que los alelos
paramutagénicos, ademas la impresidn genética también afecta a la
paramutacion (Vedova y Cone, 2004). El efecto de dosis, es otro factor que
interactta especificamente en el endospermo donde la hembra contribuye con la
doble (2:1) cantidad de cromosomas con respecto al macho (Edwards et al.,
2001).

La presencia de efectos no aditivos (ACE), también han sido significativos para
la acumulacion de antocianinas (Espinosa et al., 2009; Espinosa et al., 2010), lo
gue podria permitir separar las mejores y peores combinaciones especificas

sobre la base de la media (Sprague y Tatum, 1942). La existencia de heterosis
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en el contenido de antocianinas de algunas cruzas de maices pigmentados,
sugiere un efecto de dominancia completa, sin embargo, también se sugiere
incrementar el rendimiento de los pigmentos mediante heterobeltiosis, con el uso
de progenitores diferentes en el contenido de antocianinas (Espinosa et al.,
2010). La estimacion de la heredabilidad (H?) de algunos componentes de maices
pigmentados recientemente han sido dados a conocer, donde el valor mas bajo
de H2?fue de 0.532 para Pn3DMG y el mas alto para C3G con una H2 de 0.974,
estos resultados de H? indican que gran parte de la variabilidad en la produccién
de antocianinas se imputa a factores genéticos y no a factores ambientales
(Paulsmeyer et al., 2017).

Sin duda alguna en el mejoramiento genético del maiz azul se debe contemplar
la existencia de la gran variacion que hay en la estructura quimica de las
antocianinas. A pesar del involucramiento de los diversos factores antes
mencionados en la acumulacion de antocianinas, es factible mejorar su
acumulacion (Espinosa et al., 2012), para formar poblaciones con un mejor

arquetipo y un alto contenido de antocianinas.

Marcadores Moleculares

La gran revolucién que han tenido los procesos y herramientas biotecnologicas
han transformado la investigacion en las ciencias agricolas, al ampliar la
comprension del genoma de diferentes especies, el descubrimiento de genes, las
variaciones genomicas y la manipulacion de caracteristicas de interés en plantas
(Varshney et al., 2018). De acuerdo con Davey et al. (2011) los marcadores
genéticos son polimorfismos heredables localizados en una o mas poblaciones,
de modo que presentan la funcion central de ayudar en el estudio de la genética
moderna a traves de brindar solucion a interrogantes de genética de poblaciones,

genética ecoldgica y evolucion.

En los ultimos treinta afios se han desarrollado varios marcadores basados en la

diversidad del ADN, como las isoenzimas, polimorfismos de restriccion de
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longitud de fragmentos (RFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico
(RAPD), secuencias simples repetidas (SSR) o microsatelites, polimorfismos de
longitud de fragmentos amplificados (AFLP), polimorfismo de un solo nucle6tido
o de nucleétido simple (SNP), tecnologia de microarreglos y genotipificacion por
secuenciacion (GBS), por mencionar algunos métodos (Agarwal et al., 2008;
Nadeem et al., 2018). De estos marcadores los RAPD, RFLP y AFLP se utilizan
comunmente para la asociacion del marcador a un rasgo, pero su uso se ha visto
limitado por los fitomejoradores debido a su poca reproducibilidad, dificultad de
manejo, uso de personal altamente calificado y el empleo de elementos
radiactivos para la obtencion de estos marcadores (Gupta et al., 2010). Por su
parte el uso de los marcadores RAPD, SSR y SNP’s ha sido amplio, por su gran
poder informativo, gran cantidad en diferentes genomas, distribucion

relativamente homogénea dentro de los genomas, etc.

La secuenciacion de préxima generacion revoluciondé la manera en que se
estudia, preserva y utiliza la diversidad genética (Romay, 2018). Al obtener una
gran cantidad de marcadores como lo permiten las técnicas que detectan SNP’s,
la genotipificacidbn por secuenciacion (GBS), presenta una gran variedad de
aplicaciones como la seleccién asistida por marcadores, la seleccion gendmica,
la vinculacion del fenotipo con los genes, el cédigo de barras del ADN, andlisis
de diversidad y la mejora en el ensamblado de genomas (Scheben et al., 2018).
Las dos plataformas mas comunes de genotipado de alto rendimiento son los
ensayos comerciales SNP’s, donde los mas utilizados son Illumina Infinium vy el
Affymetrix GeneChip®, y el genotipado por secuenciacion donde existe una gran
diversidad de metodologias que utilizan representaciones reducidas del genoma

completo para determinar los polimorfismos en el genoma (Scheben et al., 2018).

En 2001 Jaccoud et al. (2001) presentaron una nueva plataforma de tecnologia
de genotipificacion por microarrelgos, para el analisis de polimorfismos de ADN,
esta técnica es mejor conocida como DArT (Diversity Array Technology). La
metodologia de DArT se fundamenta en la reduccién de la complejidad del

genoma a través del uso de una combinacién de dos enzimas de restriccion,
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seguida de la hibridacién con microarreglos para estudiar de manera conjunta
miles de polimorfismos procedentes de un genoma especifico (Sansaloni et al.
2011)

En los ultimos 10 afios DArT se ha dedicado a generar dos tipos de marcadores
i) silicoDArT y ii) marcadores SNP’s. Los primeros son genéticamente
dominantes y anélogos a los obtenidos por la técnica de microarreglos, y
representan la presencia o ausencia de un solo alelo, ya en los segundos los
fragmentos existentes son “expuestos” a un proceso de secuenciacion en un
secuenciador de préxima generacion. Este proceso, presenta como resultado
final un nimero de decenas o centenas de miles de marcadores dominantes y
codominantes adicionales, tecnologia conocida como DArTseq (Sansaloni et al.,
2011).

Ademas, Chen et al. (2016), comparo el sistema GBS desarrollado y utilizado en
la Universidad de Cornell para la deteccion de SNP’s con la tecnologia DArTseq,
concluyendo que DArTseq produce menos cantidad de marcadores (50, 000 a
300, 000 SNP’s), pero presenta mayor cobertura y menor cantidad de datos
faltantes. Permitiendo también, ademas de identificar la variacion de
presencia/ausencia de fragmentos de ADN (PAV’s o SilicoDArT), aumentar el
potencial de apreciar directamente las muestras heterogéneas/heterocigotas, lo
que permite su aplicacion en temas de diversidad y también de seleccion

gendmica.
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MATERIALES Y METODOS

Material Genético

Se utilizaron dos criollos como progenitores recurrentes, uno de grano magenta
y otro azul, ambos de adaptacion tropical. Como materiales donadores se usaron
dos lineas endogamicas de grano blanco y una variedad sintética de grano
amarillo (cuadro 1). La primera linea procedente de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), la segunda linea y la variedad provienen del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). En base al
namero de progenitores se produjeron seis retrocruzas cero en estado F1
(RCOF1) y seis retrocruzas uno en estado F1 (RC1F1), dando un total de 17 (1-
17) genotipos para su andlisis (cuadro 1). Los genotipos restantes (18 — 20) se

utilizaron como testigos en el ensayo de rendimiento en campo.

Cuadro 2. Descripcion del pedegree utilizado.
Genotipo Tipo de material Pedegree

1 Criollo Criollo Morado Tenampulco

2 Criollo Criollo Negro Acapulco

3 Donador 18(19)

4 Donador S03-TLYQAB-03

5 Donador CML-312

6 RCOF1 Tenampulco*18(19)

7 RCOF1 Tenampulco*S03-TLYQAB-03

8 RCOF1 Tenampulco*CML-312

9 RCOF1 Acapulco*18(19)

10 RCOF1 Acapulco*S03-TLYQAB-03

11 RCOF1 Acapulco*CML-312

12 RC1F1 [(Tenampulco*18(19))*Tenampulco]

13 RC1F1 [(Tenampulco*S03-TLYQAB-03)*Tenampulco]
14 RC1F1 [(Tenampulco*CML-312)*Tenampulco]
15 RC1F1 [(Acapulco*18(19))* Acapulco]

16 RC1F1 [(Acapulco*S03-TLYQAB-03)* Acapulco]
17 RC1F1 [(Acapulco*CML-312)* Acapulco]

18 Hibrido CLTHW14001

19 Hibrido CLTHY13002

20 Hibrido P4028W
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El 10 de febrero de 2017 se sembraron en el invernadero numero 5 de la UAAAN
los diferentes genotipos (1 — 5) que se utilizaron para formar las RCOF1. Se
depositaron granos manualmente a 80 cm entre surco y a 20 cm entre plantas,
de los dos criollos se utilizaron 50 semillas y de los donadores 25 semillas. Se
dieron riegos de auxilio conforme a la demanda, la fertilizacién se realizé con una
férmula de 180-90-90 a base de urea y triple 17, el control de malezas se hizo
manualmente, el de plagas con clorpirifos etil + permetrina, y dimetoato. Por la
interaccion de los progenitores con el ambiente del invernadero (altas
temperaturas en floracién) Unicamente se realiz6 la formacion de los genotipos

7, 8,10y 11, con un bajo numero de mazorcas en la cosecha (28/05/17).

Con este problema el proyecto se retraso, decidiendo sembrar los materiales
nuevamente, pero ahora a campo abierto, y en base a la experiencia previa del
comportamiento de la floracibn se programaron siembras escalonadas de los
diferentes materiales. El dia dos de junio de 2017 se comenzé sembrando en el
sitio denominado “Los Pinos en la UAAAN” cincuenta semillas del genotipo tres,
posteriormente el dia 9 de ese mismo mes se sembraron 100 semillas de ambos
criollos y, 50 semillas de los donadores cuatro y cinco, adicionalmente se
volvieron a sembrar 25 semillas mas del donador tres, para asegurar la
generacion por completo de las diferentes retrocruzas, el dia 16 se sembraron
nuevamente 50 semillas de ambos criollos y, 25 semillas de los donadores tres y
cuatro. La siembra se realiz6 manualmente, con una separacién de surcos de 80
cmy, 20 cm entre planta y planta, el manejo agrondmico fue similar al registrado
en el invernadero. El 22 de noviembre se cosecharon los materiales generados y
se seleccionaron los granos con mas intensidad de color azul/magenta para la
produccion de las RC1F1. Las siembras de enero y junio se realizaron dentro de
las instalaciones de la UAAAN ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, sus
coordenadas geograficas son 25° 23’ latitud norte y 101° 02’ longitud oeste, a

una altura de 1743 m.s.n.m.

En diciembre se sembré en Tenampulco, Puebla ubicado en las coordenadas
20°11' 51.92" latitud norte y 97°22' 9.44" longitud oeste, a una altura de 224
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msnm. En un disefio de bloques al azar, las seis RCOF1 y los cinco progenitores
para formar las RC1F1, formar nuevas RCOF1 y se incremento el grano de los
progenitores. La siembra se realiz6 manualmente, con una separacion de surcos
de 80 cm y 20 cm entre planta y planta, la parcela experimental consistié en dos
surcos de tres metros. La cosecha se realizé manualmente el 11 de mayo de
2018. El manejo agrondmico consistié en aplicar glifosato como herbicida pre-
emergente, posterior a la siembra se sell6 con atrazina, y se aplicé una dosis de
fertilizacion 90-90-90, al mes se agregaron 90 unidades mas de nitrdgeno, como
fuente de fertilizante se ultilizé triple 17 y urea, el control de plagas se realiz6 con
clorpirifos de acuerdo a la incidencia de gusano cogollero, el control de malezas

se realiz6 manualmente.

Una vez obtenidas las mazorcas se procedié a desgranar en promedio 20 por
material, ya separado del olote se apart6 el grano de las RCOF1 y RC1F1 de
acuerdo a la coloracién que presentaban, se tomaron solo aquellos granos con
mas intensidad de color azul/magenta descartando los granos mas palidos,

blancos o amarillos.

Variables Quimicas

El conjunto de analisis de esta seccion se realiz6 en el Laboratorio de Calidad
Nutricional de Maiz “Evangelina Villegas” de CIMMYT, ubicado en El Batan,
Texcoco, estado de México. Para determinar todas las variables se utilizaron los
protocolos de Palacios-Rojas (2018), asi como en los procesos de molienda y
desgrasado, como se describen a continuacion. Los andlisis descritos en esta
seccion se realizaron a los genotipos 1 — 17. Se molieron 20 granos enteros por
genotipo, la molienda se realiz6 para cada variable estudiada con el molino

mezclador MM400 RetschTM. Cada analisis se realizo por duplicado.

ANTO: de cada muestra se pesaron 20 mg de harina en un tubo eppendorf de
1.5 mL al que se le adiciono 1.3 mL de TFA al 1%. Los tubos se agitaron en vortex
y se colocaron sobre un agitador horizontal (Eberbach) con hielo (4°C) durante

90 minutos a 150 rpm. Posterior a la incubacion en hielo se centrifugaron los
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tubos a 14000 rpm durante 5 minutos. Sucesivamente se colocaron 200 pL del
sobrenadante de cada muestra en los pozos de una microplaca por duplicado.
Se descart6 el sobrenadante restante y se repitieron los pasos desde la adicion
del TFA hasta la obtenciéon de los 200 pL, pero esta vez solo se agitaron las
muestras por 30 minutos. Se ley6 la absorbancia a 520 nm en el lector de
microplacas BioTek® (pQuant MQX200, Winooski, Vermont, USA). Para conocer
el contenido de ANTO se sumo la cantidad de ambas extracciones. Se prepar6
una curva estandar de cloruro de pelargonidinaen TFA al 1% de O, 1, 3,5, 10y
15 pg mL?t. Los resultados se expresaron en ug Pel (pelargonidina) g* de

muestra en peso seco (PS).

Para determinar lisina (LISI), triptéfano (TRIP) y proteina (PROT) se desgraso la
harina utilizada, para ello se vacio cada muestra en un cartucho de papel filtro y
se colocaron dentro de la trampa Soxhlet (Barnstead Lab line multi-unit extraccion
heater 5000). Se agregaron 300 mL de hexano a cada matraz balon y se
encendid el equipo Soxhlet y el recirculador a temperatura maxima durante 10
horas, pasado el tiempo se secaron los cartuchos dentro de una campana de

extraccion.

LISI: se pesaron 100 mg de harina desgrasada en tubos falcén de 5 mL con tapa,
se agregaron 5 mL de papaina (4 mg mL?') y se mezclaron en vortex,
posteriormente se incubaron por 16 h a 64°C. Adicionalmente se mezclaron en
vortex transcurrida la primera hora y una hora antes de cumplir el periodo de
incubacion. Pasado el tiempo, se agitaron los tubos en vortex y centrifugaron a
2500 rpm por 5 min. A continuacion, se adicionaron en tubos de vidrio de 5 mL,
siguiendo este orden: 0.5 mL de buffer de carbonatos, 1 mL de alicuota y 0.5 mL
de fosfato de cobre. Se agitaron los tubos de forma manual y constantemente en
una gradilla por 5 min y se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min. Se colocé 1 mL
del sobrenadante de cada muestra en tubos de vidrio de 20 mL y se agreg¢ 0.1
mL de 2 cloro 3, 5 dinitropiridina. Posteriormente se agitaron los tubos
manualmente en una gradilla, dejandolos reposar por 2 h en ausencia de luz, se

agitaron cada 30 min. Al transcurrir el tiempo se adicionaron 5 mL de HCI 1.2 N
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a cada tubo y se mezclaron en vortex. A cada uno de los tubos se le agrego 5 mL
de acetato de etilo y se mezcl6 la solucién invirtiendo los tubos 10 veces. Una
vez hecha la mezcla se retiré el sobrenadante para descartarlo. Se repitieron los
pasos desde agregar el acetato de etilo hasta el retiro del sobrenadante
completando tres lavados. Se transfirieron 0.2 mL de las muestras por duplicado
en microplacas NUNC de 96 pozos y se tomo la lectura en un espectrofotometro
de microplacas BioTek® (pQuant MQX200, Winooski, Vermont, USA) a 390 nm.
Se preparo una curva de calibracidn de lisina diluida en buffer de fosfatos en las
siguientes proporciones: 0.0, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 pg LISI mL. Los resultados se
expresaron en porcentaje de LISI.

TRIP: se pesaron 30 mg de harina desgrasada de cada muestra y se colocaron
en tubos eppendorf de 1.5 mL, a cada tubo se le agregé 1.125 mL de solucion de
papaina (1 mg mL1). Se agitaron los tubos en vortex y se colocaron en una estufa
de incubacion a 65°C por 16 horas, las muestras posteriormente se agitaron
pasada la primera hora de incubacién y una hora antes de terminarla. Al concluir
el tiempo se sacaron los tubos de la estufa y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. A continuacion, se agitaron los tubos en vortex y centrifugaron a 14000
rpm por 5 minutos. Del sobrenadante se transfirieron 50 yL de cada muestra a
los pozos de la microplaca, adicionalmente se agregaron 150 pL del reactivo
colorimétrico (acido sulfarico 30 N + cloruro férrico 1.8 mM) en cada pozo. Se
cubrié la placa con cinta de aluminio y se agito en el agitador de microplacas
(Cole-Parmer 2020T4) de la siguiente forma: a) 1000 rpm durante 10 segundos,
b) 400 rpm durante 10 segundos y, ¢) 1000 rpm durante 10 segundos. Pasado el
tiempo se colocé la placa en una estufa de incubacién a 64°C durante 30 minutos
para el desarrollo de color, posteriormente se sacO y se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 25 minutos. La absorbancia fue leida a 560 nm en
el espectrofotometro de placas BioTek® (pQuant MQX200, Winooski, Vermont,
USA). Se preparé una curva estandar con diluciones de TRIP a 0, 10, 15, 20, 25
y 30 ug mL. Los resultados se expresaron en porcentaje de TRIP. El indice de
calidad de proteina de ambos aminoacidos se obtuvo de la siguiente manera, IC

= (% aminoacido / % de proteina) * 100.
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PROT: sobre un tubo de digestiéon de 75 mL, se adicionaron 50 mg de cada
muestra desgrasada, 2 g de la mezcla catalitica (sulfato de potasio + selenio
negro 1: 0.005) y 2.5 mL de H2SO4 (sin diluir). Los tubos se colocaron en el
digestor FOSS 2040 precalentado a 380°C para digerir las muestras durante 90
minutos. Pasado el tiempo se sacaron los tubos y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente por 15 min. Se agreg6 agua destilada hasta la mitad del
tubo y se agito en vortex, una vez homogenizada la muestra, se aforo a 75 mL
con agua destilada, posteriormente se homogenizaron las muestras invirtiendo
30 veces los tubos. Se transfirieron 2 mL de la solucién a capsulas de muestreo
y se situaron en el carrusel del analizador Technicon Autoanalyzer Il. Se encendio
la bomba de flujo del equipo y se hizo un lavado de las lineas con agua destilada
por 5 min, una vez hecho esto se conectaron las diferentes soluciones a cada

linea para realizar la reaccion colorimétrica en el equipo y procesar las cipsulas.

Para determinar el porcentaje de nitrégeno amoniacal presente en la dilucion se

utilizé la siguiente formula:
N2 (mg) = (% T x 0.002 mg mL?Y) / (70%) x 75 ml
Donde:

%T= porcentaje del valor de transmitancia de la muestra en la grafica; 0.02 mg
mL1= concentracién del estandar sulfato de amonio; 70%= porcentaje de
transmitancia del estandar sulfato de amonio 0.02 mg mL™? en la gréafica; 75 mL

= volumen final de la dilucién de la muestra.

En el calculo del porcentaje de nitrdgeno amoniacal de la muestra, se empleé la

siguiente formula:
% N2 = (N2 (mg)) / W) x 100 %
Doénde:

N2 (mg)= concentracion de nitrégeno amoniacal de la dilucién; W= Peso inicial de

la muestra.

Para el célculo del porcentaje de proteina se utilizo la siguiente formula:
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% Proteina=% N2 x 6.25
Dénde:

% N2= porcentaje de nitrégeno amoniacal de la muestra; 6.25 = factor asignado

para el maiz.

Cuantificacion de carotenos: se pesaron 600 mg de harina por muestra y se
depositaron en un tubo de vidrio de 15 mL, se agregaron 6 mL de etanol con 0.1%
de BHT y se agito en vortex. Las muestras se incubaron a 85°C durante 5 minutos
en bafio Maria. Pasado el tiempo se retiraron los tubos y se adicionaron 500 pL
de hidroxido de potasio al 80 % y se agito en vortex. Se volvieron a incubar los
tubos por 10 minutos a 85°C, a los 5 minutos se mezclaron en vértex y se
regresaron al bafio Maria hasta completar los 10 minutos. Concluido el tiempo se
colocaron los tubos en un recipiente con hielo triturado. A cada tubo se le
afadieron 3 mL de agua desionizada fria y se agito en vortex. Sobre una
campana de extraccion, se agregaron 3 mL de hexano a cada tubo y se
homogenizo la muestra en vértex. Los tubos se centrifugaron por 3 minutos a
3000 rpm. Con la ayuda de una pipeta Pasteur, se transfirid el sobrenadante a
un tubo limpio, las muestras fueron colocadas sobre hielo. Se repitieron los pasos
desde el agregado del hexano hasta la extraccién del sobrenadante dos veces
mas. Los tubos con el sobrenadante obtenido se colocaron en un evaporador con
vacio Speed Vac (Thermo Scientific Savant, SPD121P) por 50 minutos a 35°C y
presion de vacio de 2.5 psi. Se reconstruyeron las muestras evaporadas al
agregar 500 puL de metanol: 1,2-dicloroetano (50:50). Posteriormente se filtrd
cada muestra con acrodiscos de 0.22 um, el filtrado se coloc6 directamente en
viales para su inyeccion al UPLC. Concluido el analisis en el cromatégrafo, se
incorpor6 cada pico de interés obtenido en el cromatograma para calcular el area

bajo la curva.

Los calculos se efectuaron en base a la siguiente ecuacion obtenida a partir de

la curva de calibracion.

CBH inicial = (m x area £ b x (Vr/ Vi) / M) x (1 / 1000)
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Donde:

CBH inicial= concentracién de cada carotenoide en base himeda (ug g* de
muestra); m = pendiente de la recta caracteristica del carotenoide; area= area
bajo la curva de cada carotenoide presente en la muestra; b = ordenada al origen
de la recta caracteristica; Vr = volumen de reconstitucién (500 pL); Vi = volumen

de inyeccion (2 pL); M = peso de la muestra (0.6 g); 1/1000 = factor para convertir

denggtaugg™

Se realizd una correccion de la concentracidon de carotenoides con base a la

eficiencia de extraccion con la siguiente formula:
CBH = CBH inicial / EE
Donde:

CBH = Concentracion de cada carotenoide corregido en base humeda (ug g?);
CBH inicial = Concentracion de cada carotenoide en base himeda (ug g1); EE =
valor de eficiencia de extraccion (se obtiene de agaragar a cada muestra 200 pL
de apocaroteno después de la hidrolisis; se realiza el proceso de extraccidén y se
compara el area obtenida con la encontrada para el apocaroteno puro).

Se realiz6 la correccion por humedad con la siguiente formula
CBS = (CBH x 100) / (100 - %H)
Donde:

CBS= Concentracion de cada carotenoide en base seca (ug g* de muestra);
CBH= Concentracién de cada carotenoide en base himeda (ug g); H=contenido
de humedad (%) determinado por el método de termobalanza.

Los carotenos determinados fueron los siguientes: luteina (LEUT), zeaxantina
(ZEAX), B-Criptoxantina (BCRI), 13-cis-BC (TREC), B-caroteno (BCAR) y 9-cis-
BC (NUEC).

El contenido de Pro-Vitamina A (PROA) se calcul6 de la siguiente manera:

PROA (ug g'1) = (0.5 x BCRI) + TREC + NUEC + BCAR
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Variables Fisicas

Para peso de 100 granos (P100) e indice de flotacién (INFL) se utilizaron 100
granos tomados al azar con excepcion del genotipo 10, del cual no se completo
la semilla requerida., también por falta de semilla las dos variables anteriores solo
se realizaron en una sola repeticion. Las variables descritas en esta seccion
Unicamente se realizaron a los genotipos 1 — 17. Para determinar el P100 se
registro el peso de los 100 granos seleccionados con una balanza analitica
(Mettler Toledo MS204S), los resultados se obtuvieron en g, la clasificacion del
tamafio de grano se realizd6 conforme a lo planteado por Salinas y Vazquez
(2006).

La dureza del grano se realiz6 a través del indice de flotacion en nitrato de sodio
(Palacios-Rojas, 2018), se preparé una solucion de nitrato de sodio al 41 % y se
ajusté la densidad de la solucién a 1.250 + 0.001 mg mL. Después del registro
del P100, se adicionaron 500 mL de la solucion de nitrato en un vaso de
precipitado de 1 L, vertiendo los 100 granos de cada muestra en la solucion, se
agito 3 veces a la derecha y 3 veces a la izquierda con ayuda de un agitador de
vidrio. Se dejaron reposar los granos por 30 segundos para que floten o se
hundan. Con la ayuda de una cuchara perforada, se depositaron los granos
flotantes en un colador y se cuantificaron. La dureza de la muestra se determiné

de acuerdo a lo expuesto en la metodologia.

La diseccién de los granos de los diferentes genotipos se realizé6 en dos
repeticiones de 10 semillas cada una, sin embargo una repeticion se realiz6 en
el mes de junio y la otra en noviembre de 2018, como lo describe Palacios-Rojas
(2018), se pesaron cinco recipientes de aluminio (limpios y secos) en una balanza
analitica (Mettler Toledo MS204S) para cada muestra, los 10 granos
seleccionados por muestra se colocaron en agua durante 15 minutos. Pasado el
tiempo se separé cada estructura del grano pedicelo (PEDI), pericarpio (PERI),
germen (GERM), endospermo vitreo (EVIT) y endospermo harinoso (EHAR) con

la ayuda de un bisturi, colocando cada estructura en un recipiente de aluminio.
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De cada recipiente se registro el peso con una balanza analitica (Mettler Toledo
MS204S). Los recipientes con el tejido se introdujeron a una estufa de secado
(Barnstead Thermolyne Mod. OV47525) a 130°C por una hora, pasado el tiempo
se volvio a registrar el peso de cada recipiente con una balanza analitica (Mettler
Toledo MS204S). Se calcul6 el porcentaje de cada estructura en base a su peso

SecCo.

Los parametros de color CIELab fueron registrados en tres repeticiones de grano
entero (Palacios-Rojas, 2018) con un colorimetro (Minolta CR-410). Antes de
realizar cada lectura se calibro el colorimetro con el mosaico blanco de
calibracion, sobre el aro de la base de la capsula se agregaron los granos enteros
y fue colocado el colorimetro, asegurado el colorimetro con la base se procedié
a tomar la lectura de luminosidad (L), tonalidades de verde a rojo (a*) y
tonalidades de amarillo a azul (b*). Con las coordenadas a* y b*, se estimé el
angulo hue (h) con la féormula h = tan''(b*/a*) (grados) y el croma (C) = (a*)? +
(b*)2. Para el célculo de la diferencia de color se utilizé la formula CIEDE2000
(Sharma et al., 2005), la clasificacidn que se establecié para las diferencias de

color fue: altas = y+0o; bajas < p-0; medias= p+o.

Evaluacion de Campo

El dia 14 de julio de 2019 se realiz6 el establecimiento del ensayo de rendimiento
de los diferentes genotipos (1-20) en la Estacion Experimental Agua Fria de
CIMMYT, ubicada en el municipio de Venustiano Carranza, Puebla con las
coordenadas 20°27'19.57" latitud norte y 97°38'28.17" longitud oeste, a 110
msnm. La siembra se realizé6 manualmente, cada unidad experimental consistié
en dos surcos de 4 m de longitud, 0.8 m entre surcos y siembra de 74 semillas,
para su posterior aclareo a 48 plantas y obtener una densidad de 75, 000 plantas
ha'l, cada genotipo conté con tres repeticiones. Los riegos se efectuaron a través
de riego por goteo con cintilla conforme a la demanda del cultivo, la dosis de
fertilizacion (150-75-30) se aplicé a través del riego, el fosforo y potasio se

aplicaron a la siembra, mientras que el nitrégeno se dosifico en 20% del total a
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emergencia, 40% a los 35 dias y el resto con la aparicibn de Organos
reproductivos. En el control de malezas se utilizd atrazina para el sellado v,
mesotriona y paraquat+diquat en la post-emergencia. Para el control de plagas
se utilizaron spinetoram, lambdacialotrina, emamectina, clorpirifos etil y

abamectina+ tiametoxam.

Se tomaron las siguientes variables agronémicas y fenoldgicas: acame de raiz
(%), acame de tallo (%), dias a floracidbn masculina y femenina (dias transcurridos
desde la siembra hasta que el 50% de las plantas liberaron polen y/o expusieron
estigmas), asincronia floral (diferencia entre floracién masculina y femenina),
todas estas variables fueron tomadas en los 20 genotipos establecidos. La
cosecha se realiz6 de manera manual (18/10/2019), se tomé el numero de
mazorcas por parcelay el peso de campo (kg), se estimo el rendimiento de grano
(t hal) ajustado al 12% de humedad y en base al indice de desgrane que
presento cada material. Los genotipos 3 y 5 no presentaron desarrollo de
mazorcas, para la repeticion namero tres del genotipo 10 se corrigié el peso de
campo al presentar Unicamente 39 plantas con la féormula de lowa (Mejia y
Molina, 1999):

Pcf= Pc x (H = ((.03 x M) / (H — M)))
Donde:

Pcf= Peso corregido por fallas; Pc= Peso de campo; H= Numero de plantas por
parcela util; M= Namero de fallas por parcela; 0.3= Coeficiente de correccion de
la sobreproduccion registrada en las plantas debida a la menor competencia

causada por fallas.

Una vez pesadas las mazorcas se selecciond una muestra al azar de 10
mazorcas por unidad experimental, para tomar las siguientes variables: peso de
mazorca (g) ajustado al 12% de humedad, longitud de mazorca (cm), didametro
de mazorca (cm) en la parte media, numero de hileras por mazorca, numero de
granos por hilera, nimero de granos por mazorca (resultado de la multiplicacion

de las dos variables anteriores), porcentaje de desgrane (%) calculado en base
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al peso de grano con el de la mazorca, peso de grano por mazorca (g) ajustado
al 12% de humedad, peso de cien granos (g) se tomaron 10 granos de la parte
media de cada mazorca para el estimado ajustado al 12% de humedad y diametro

de olote (cm) en la parte media.

Analisis de Diversidad Genética

El material genético se colecto el dia 4 de julio de 2018, 30 hojas por genotipo (1
— 17) de la primera repeticion de la siembra realizada para la evaluacion de
campo. Una vez colectadas las muestras fueron colocadas sobre bolsas
herméticas previamente identificadas, y colocadas en una hielera con refrigerante
para su traslado al Laboratorio de Andlisis Genético para la Agricultura (SAGA)
de CIMMYT en EI Batan, Texcoco, Edo. de México. ElI material foliar fue
resguardado a -80 °C para la posterior extraccion del ADN gendmico.
Posteriormente, y una vez descongeladas las muestras, se colectd un area
similar de cada una de las 30 hojas/plantas, se liofilizo el tejido y se extrajo el
ADN gendmico con el método de CTAB (Bromuro dehexadeciltrimetilamonio)
modificado (CIMMYT, 2005), la soluciéon de ADN se guardd a 4 °C hasta su uso.

La produccion de los datos genotipicos fue realizadd a través de la tecnologia
DArTseq, descrita por Sansaloni et al. (2011), y que a continuacion se describe.
La preparacion del ADN templado, se realizé reduciendo la complejidad del ADN
con la ayuda de un mix llamado digestion/ligacion, el cual contiene una
combinacion de dos enzimas, una de corte frecuente y otra de corte especifico.
Ademas, el mix de digestién/ligacion posee una ligasa que une los adaptadores
especificos al ADN digerido para su identificacion, y primers para la posterior
amplificacion de los fragmentos en una reacciéon de PCR. Concluido el tiempo de
PCR se reviso la calidad de los fragmentos, ahora llamados targets, en un gel de
agarosa al 1.2%. Se construy6 un pool de targets, se mezclaron los mismos en
un solo tubo eppendorf, y luego fueron purificados con el kit comercial QIAquick
PCR Purification (QIAGEN ®). Se realizo un control de calidad de los targets

purificados en un gel de agarosa 1.2% para confirmar la ausencia de dimeros y
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bandas que reflejen la existencia de tamafios especificos de fragmentos. Se
cuantifico la cantidad de ADN en los tubos, con los targets combinados, para
conocer la cantidad de material genético que seria incluido para su

secuenciacion.

Generadas las bibliotecas (purificadas y cuantificadas), se realizé otro proceso
de amplificacion de fragmentos de mayor capacidad en un equipo llamado cBot,
el cual utiliza un proceso de amplificacion conocido como puente, esto generé
clusters de fragmentos de acuerdo a la secuencia de los mismos. En la
preparacién del material genético, primero se diluyeron las muestras a una misma
concentracion y se desnaturalizaron las cadenas de ADN, formando cadenas
simples. Producida la desnaturalizacion, se volvieron a diluir las muestras en un
buffer de hibridacion y se introdujeron en el cBot. Transcurrido el tiempo en el
cBot la celda de secuenciacion (Flow Cell) se resguardo hasta su introduccion al
secuenciador Illumina HiSeq 2500, secuenciando los fragmentos templados,
comenzando por el adaptador. Se verifico la calidad de los datos con el software
lllumina Sequencer Analysis Viewer que revisa la calidad de imagenes tomadas,
asi como la calidad y cantidad de datos. La traduccién de la informacion obtenida
se realizd con el sistema Laboratory Information Management System (LIMS), el
mismo sistema elimina la informacion que no cumple con los parametros de
calidad e identifica la muestra con el barcode. Concluido este proceso, fue
realizado el reconocimiento de los marcadores, sobre una biblioteca desarrollada
por la compafiia Diversity Ararys Technology para maiz, la cual se actualiza
automaticamente con el descubrimiento de nuevos fragmentos. Este proceso se
vio seguido de un primer filtrado de calidad utilizando una serie de parametros
que auxiliaron en la seleccion de los mejores marcadores. El informe final
consiste en un archivo Excel, con los genotipos y los parametros de calidad en
las columnas, y los marcadores en las lineas. Los reportes presentados fueron

dos, uno con los datos de SNP’s y otro con los datos SilicoDArT o PAV's.
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Analisis de Datos

Para las variables fisicas y quimicas se realiz6 un andlisis de varianza, el disefio
experimental fue completamente al azar asimétrico con criterios de clasificacion
de genotipos anidados en tipos. En las variables del ensayo de rendimiento se
utilizé un disefio de bloques al azar asimétrico con criterios de clasificacion de
genotipos anidados en tipos. Los analisis de varianza se realizaron con el
procedimiento PROC GLM del paquete estadistico SAS 9.4, en todos los casos
se utilizo la suma de cuadrados tipo Ill. La comparacion de medias también fue
realizada en el mismo paquete estadistico con la prueba de tukey. La matriz de
correlacién se realizd con los paquetes psych, corrplot y ggplot2 en el paquete
estadistico RStudio, de los parametros de color Unicamente se tomaron en

cuenta las primeras dos repeticiones para realizar la prueba.

Un segundo filtrado de datos genotipicos fue llevado a cabo utilizando las
variables de reproducibilidad, tasa de llamada, y valores del Coeficiente de
Informacién Polimérfica (PIC), sobre el archivo Excel reportado para los
marcadores SNP’s a fin de conocer su distribucion. En el analisis de diversidad
Unicamente se utilizaron los SNP’s, sin ser filtrados. Los valores de
heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada, numero de alelos
efectivos, indice de Shannon, nimero de alelos raros, proporcién de valores
perdidos y las distancias genéticas de Rogers se determinaron con el software
Bio-R (Pacheco et al., 2016), el andlisis de conglomerados se obtuvo con el
mismo programa a partir de las distancias de Rogers. A partir del archivo de
salida “MDStable” de BIO-R, se generd un nuevo archivo de entrada para el
software CurlyWirlhy, con el objetivo de generar los graficos que permitan una
mejor visualizacion de la estructura poblacional, dentro del archivo se clasificaron

los genotipos por color de grano, origen y tipo de material.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables Quimicas

Los resultados del andlisis de varianza mostraron diferencias (p<0.01) dentro del
modelo, entre tipos y la clasificacion de genotipos anidados en tipos, en la
mayoria de las variables evaluadas (cuadro 3 y 4). Lo que sugiere que existe
diversidad genética dentro de los tipos y genotipos, por las diferencias fisico
quimicas de los granos. Las variables sin diferencia (p=0.01) se deben a los altos
coeficientes de variacion que hay en estas variables (PEDI, GERM y EHAR).

En ANTO las medias de los tipos fluctuaron entre 4.91 - 705.01 ug Pel g para
donadores y criollos respectivamente (cuadro 5). Las medias de los genotipos
mostraron mas variacion con contenidos entre 0.62 - 807.87 ug Pel g1, con una
media de 296.63 ug Pel g (cuadro 5), la amplitud de rangos se debe a la
variacion de color del grano entre los progenitores involucrados (recurrentes y
donadores), asi como las tonalidades generadas en la RCOF1 y RC1F1 (figura
3). Resultados con una amplitud de valores en el contenido de ANTO también se
han reportado con anterioridad al evaluar granos de maiz de diferentes
tonalidades (Espinosa et al., 2010; Harakotr et al., 2014; Lopez-Martinez et al.,
2009; Paulsmeyer et al., 2017; Ryu et al., 2013; Zilic, et al., 2012).

Los valores de ANTO de los dos criollos se consideran altos (cuadro 5) dentro de
los maices pigmentados tropicales, por el bajo nimero de accesiones que los
superan en el contenido de ANTO (Salinas et al., 2012, 2013a). Sin embargo, los
resultados del genotipo uno junto con sus retrocruzas podrian estar sesgados y
poseer mas ANTO, al expresar los resultados en equivalentes de pelargonidina
clorada un estandar no adecuado para reportar el contenido de antocianinas en
maices de grano magenta, porque las antocianinas de este tipo de maices se
derivan principalmente de cianidina (Salinas et al., 2012, 2013a), y generalmente
los granos de color rojo magenta concentran hasta 10 veces mas antocianinas

gue los de grano azul/morado (Salinas Moreno et al., 2013a).



Cuadro 3. Cuadrados medios y significancias del andlisis de varianza para variables quimicas de laboratorio.

BV GL ANTO TRIP LISI PROT LEUT ZEAX BCRI TREC

ug Pel g % % % ug/g PS ug/g PS ug/g PS ug/g PS
MO 16 92591.89*  0.000155**  0.005089 ** 3.152* 0.66611** 10.364** 0.78499* 0.02182 **
Tl 3 392770.32** 0.000014**  0.001223** 4.106* 0.46261* 11.184* 0.20060** 0.02306 **
G/IT 13 23319.94*  0.000188 ** 0.008111** 2.931* 0.71307* 10.175** 0.91985** 0.02153 **
ER 17 378.67 0.000002 0.004392 0.033 0.00131 0.0117 0.00077 0.00015
CV 6.56 2.27 8.79 1.63 10.87 9.61 5.84 4.89

FV: fuentes de variacién; MO: modelo; TI: tipos; G/T: genotipos(tipos); ER: error; CV: coeficiente de variacion expresado en porcentaje; GL: grados
de libertad; ANTO: antocianinas totales; TRIP: triptéfano; LISI: lisina; PROT: proteina; LEUT: luteina; ZEAX: zeaxantina; BCRI: B-criptoxantina;
TREC: 13-cis-BC; PS: peso seco; **: significativo al 0.01 de probabilidad.

Cuadro 4. Cuadrados medios y significancias del andlisis de varianza para variables fisico quimicas de laboratorio.

=, GL BCAR NUEC PROA PEDI PERI GERM EHAR EVIT
ug/g PS ug/g PS ug/g PS % % % % %

MO 16  0.19436 ** 0.04735 ** 1.4025*  0.915"  1.199** 4.332"s 100.623 ** 87.636 **

Tl 3  0.07609 ** 0.01122 ** 0.4569 **  1.627"  0.771* 10.345"s 17.945"s 55.221 **

G(T) 13 0.22165** 0.05568 ** 1.6207**  0.750"s  1.298 ** 2.944 s 119.703 ** 95.117 **

ER 17  0.00032 0.00018 0.0025 1.214 0.159 13.261 23.417 11.372

CV 4.08 4.64 4.08 54.53 7.99 36.48 18.21 5.97

FV: fuentes de variacion; MO: modelo; TI: tipos; G/T: genotipos(tipos); ER: error; CV: coeficiente de variacién expresado en porcentaje; GL: grados
de libertad; BCAR; B-caroteno; NUEC: 9-cis-BC; PROA: provitaminas A; PEDI: pedicelo; PERI: pericarpio; GERM: germen; EHAR: endospermo
harinoso; EVIT: endospermo vitreo; PS: peso seco; **: significativo al 0.01 de probabilidad; ": no significatico.
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Cuadro 5. Contenido promedio y andlisis de medias de variables fisico quimicas de laboratorio de los diferentes genotipos
evaluados.

GENO TIPO ANTO TRIP ICTR LISI ICLI PROT LEUT ZEAX BCRI

1 Criollo 632.88 * 0.0721* 0.599 0.3801 3.16 12.037* 0.1207 0.6494 0.1686

2 Criollo 777.14% 0.0669 0.562 0.4501* 3.78 11.900* 0.0528 0.2175 0.1056
Promedio 705.01a 0.0694 ab 0.4150 ab 11968 A 0.0867 «c 04334 <c 0.1371 c

3 Donador 3.14 0.0698 0.695 0.3869 3.85 10.041 0.0298 0.1425 0.0000

4 Donador 10.35 0.0891* 0.817 0.4871* 4.47 10.896 2.1974 % 9.5177* 1.2693 *

5 Donador 1.25 0.0526 0.417 0.3787 3.00 12.622* 0.0284 0.1297 0.0971
Promedio 491 c¢ 0.0704 a 0.4175a 11.187 b 0.7518a  3.2633 a 0.4554 b

6 RCOF1 175.00 0.0811* 0.596 0.5118* 3.76 13.607* 0.0350 0.1714 0.0985

7 RCOF1 287.27 0.0791* 0.593 0.4473* 3.35 13.346* 0.8711* 1.9989 * 1.5496 *

8 RCOF1 328.98 0.0635 0.518 0.3622 296 12.251* 0.0309 0.1289 0.0945

9 RCOF1 214.20 0.0673 0.628 0.3897 3.64 10.702 0.0360 0.1808 0.0981

10 RCOF1 302.95 0.0567 0.523 0.3952 3.65 10.840 0.5507 * 1.2002 0.7158 *

11 RCOF1 492.38 * 0.0667 0.676 0.4034 4.09 9.870 0.1011 0.4033 0.4104
Promedio 300.13 b  0.0690 ab 0.4182 a 11.769 a 0.2707 b 0.6805 b 0.4945 b

12 RC1F1 182.21 0.0664 0.736 0.3430 3.80 9.017 0.0402 0.1707 0.1003

13 RC1F1 21451 0.0695 0.640 0.4061 3.74 10.851 1.0928 * 2.6032 * 2.1434*

14 RC1F1 194.76 0.0628 0.640 0.3513 3.58 9.801 0.0509 0.3351 0.1060

15 RC1F1 355.01 0.0653 0.598 0.3485 3.19 10.925 0.1053 0.3348 0.1886

16 RC1F1 371.32* 0.0756* 0.671 0.3911 3.47 11.265 0.3049 0.8104 0.8405*
17 RC1F1 499.50 * 0.0647 0.585 0.3293 2.98 11.057 0.0319 0.1503 0.1155

Promedio 302.89 b 0.0673 b 0.3615 b 10.486 ¢ 0.2710 b 0.6805 b 0.5823a
Media 296.64 0.0688 0.617 0.3978 11.237 0.3341 1.1262 0.4766
Tukey 29.87 0.0024 0.0537 0.283 0.0558 0.1663 0.0428

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); GENO: genotipo; ANTO: antocianinas totales; TRIP:
triptéfano; ICTR: indice de calidad triptéfano; LISI: lisina; ICTR: indic de calidad lisina; PROT: proteina; LEUT: luteina; ZEAX: zeaxantina; BCRI: (8-
criptoxantina.
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Cuadro 6. Contenido promedio y andlisis de medias de variables fisico quimicas de laboratorio de los diferentes genotipos

evaluados.

GENO TIPO TREC BCAR NUEC PROA PEDI PERI GERM EHAR EVIT

1 Criollo 0.2352 0.3148 0.2485 0.8829 1.8088 6.522 7.303 19.916 64.450

2 Criollo 0.2112 0.2384 0.2105 0.7129 1.6975 4.496 9.373 33.665 50.769
Promedio 0.2232 b 0.2766 0.2295 d 0.7978 1.7531a 5.509 a 8.338a 26.790a 57.610a

3 Donador 0.0000 0.2154 0.2084 0.4237 2.5542 4.499 10.251 43.772 38.924

4 Donador 0.3018 * 0.6142 * 0.4947 * 2.0453 * 1.8579 5.520 12.254 22.859 57.510

5 Donador 0.2087 0.2109 0.2052 0.6733 3.5220 4.159 12.665 20.419 59.235
Promedio 0.1701 0.3468 b 0.3027 b 1.0474 c 2.6447a 4.726 b 11.723a 29.016a 51.889 b

6 RCOF1 0.2075 0.2141 0.0000 0.4709 1.9687 6.061 10.159 23.562 58.249

7 RCOF1 0.3700 * 0.7957 * 0.4358 * 2.3763 * 2.2918 5.189 9.008 26.549 56.962

8 RCOF1 0.2022 0.2074 0.2018 0.6587 1.2368 6.207 11.009 17.868 63.679

9 RCOF1 0.2111 0.2116 0.2113 0.6831 3.0768 4.628 8.280 35.891 48.124

10 RCOF1 0.2933 * 0.5548 * 0.3381 1.5441 * 2.4110 5.304 8.009 25.732 58.544

11 RCOF1 0.4270 * 0.9595 * 0.5001 * 2.0919 * 2.1851 3.577 11.004 29.315 53.919
Promedio 0.2851a 0.4905a 0.2811 «c¢ 13041 b 2.1950a 5.161ab 9.578a 26.486a 56.579 ab

12 RC1F1 0.2138 0.2190 0.2130 0.6959 1.0750 4.692 10.232 33.513 50.488

13 RC1F1 0.4573 * 1.2258 * 0.6372 * 3.3920 * 1.7488 5.320 10.166 16.418 66.346

14 RC1F1 0.2226 0.2379 0.2189 0.7324 1.3728 5.122 11.738 23.249 58.518

15 RC1F1 0.2349 0.3399 0.2524 0.9214 0.9864 4.378 8.878 29.859 55.899

16 RC1F1 0.3419* 0.6772 * 0.4107 * 1.8501 * 2.1507 4.758 9.339 23.632 60.120

17 RC1F1 0.2437 0.2818 0.2421 0.8253 2.4051 4.482 10.020 25.472 57.620
Promedio 0.2856a 0.4969a 0.3290a 1.4028a 1.6232a 4.792 b 10.062a 25.357a 57.610a
Media 0.2578 0.4423 0.2958 1.2341 2.0206 4.995 9.982 26.570 56.433
Tukey 0.0194 0.0277 0.0211 0.0773 1.6917 0.613 5.591 7.429 5.177

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); GENO: genotipo; TREC: 13-cis-BC; BCAR; B-caroteno;
NUEC: 9-cis-BC; PROA: provitaminas A; PEDI: pedicelo; PERI: pericarpio; GERM: germen; EHAR: endospermo harinoso; EVIT: endospermo vitreo.

oy
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17 :
Figura 3. Color del grano de los diferentes genotipos. Los numeros indican el
genotipo al que pertenecen.

Estadisticamente los grupos de las RCOF1 y RC1F1 son iguales (cuadro 5), pero
con diferencias numéricas en retrocruzas provenientes de los mismos
progenitores. La disminucion del contenido de ANTO en la RCOF1 se debe a la
incorporacion de alelos que no sintetizan antocianinas con el uso de donadores
de grano blanco y amarillo, afectando genes estructurales y reguladores que
interfieren en la biosintesis de antocianinas. Resultados similares obtuvo
Espinosa et al. (2010) en la reduccion del contenido de ANTO al realizar cruzas
directas y reciprocas, entre genotipos pigmentados y un progenitor con grano
blanco.

Esto se puede rectificar con los resultados obtenidos de las RC1F1 que
involucran al genotipo dos al incrementar el contenido de ANTO por incorporar
nuevamente una parte del genoma del progenitor recurrente. Resultado contrario
se obtuvo en las RC1F1 del progenitor uno, en promedio estas retrocruzas

decrecieron su contenido de ANTO en comparacion con las RCOF1.
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Lo anterior se entiende al revisar la pigmentacion por antocianinas en las
diferentes estructuras de los granos (cuadro 7). En el caso del progenitor dos y
Sus respectivas retrocruzas solo presentan antocianinas en la aleurona,
notandose mas opacidad en las diferentes retrocruzas en comparacion con su
progenitor recurrente. En las RCOF1 y RC1F1 del progenitor uno fue mas
evidente el cambio de la intensidad del color, la disminucion de ANTO (figura 3y
4, cuadro 5) se debe a la presencia de pericarpios incoloros en el genotipo 14
(cuadro 7) y pigmentacion de solo la mitad del pericarpio en los genotipos 12 y
13 (cuadro 7).

Cuadro 7. Estructura del grano donde se encuentran las antocianinas
Genotipo Pericarpio Embrion Aleurona

1 X X X
2 ND X* X
3 ND ND ND
4 ND ND ND
5 ND ND ND
6 X° ND X"
7 X X* X
8 X X* X
9 ND ND X
10 ND ND X
11 ND ND X
12 X° X* X
13 X° X* X
14 X' X* X
15 ND X* X
16 ND X* X
17 ND X* X

X: presencia de antocianinas; ND: no disponibles; *: presencia de antocianinas en algunos
embriones de los granos evaluados; ": presencia de aleuronas blancas; °: pigmentacion del
pericarpio de la mitad del grano hacia arriba; ': presencia de pericarpios incoloros.

En los maices rojo magenta las antocianinas se concentran principalmente en el
pericarpio (Salinas et al., 2013a), y al no sintetizar completamente el pigmento en
esta estructura, se propicié la disminucion en el contenido de ANTO. El genotipo
seis que también involucra al progenitor uno, fue el que menos ANTO acumulo,
al presentar antocianinas en la mitad del pericarpio y algunas aleuronas incoloras

(cuadro 7). Aqui probablemente esté involucrado un efecto de xenia, puesto que
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el pericarpio es una estructura materna y al ser la primera cruza se supone que

la sintesis de las antocianinas no se ve afectada en el pericarpio, sin embargo,

no fue asi.

_ : e \"J : P% @

Figura 4. Diseccion de las diferentes estructuras del grano. El numero indica el
genotipo; comenzando de izquierda a derecha se presenta: el grano entero y sus
diferentes estructuras que lo conforman “pedicelo, pericarpio, germen,
endospermo harinoso y endospermo vitreo”.

Al no realizar ningun estudio complementario sobre los efectos genéticos
responsables de disminuir la acumulacion de ANTO, solo se puede concluir que
el uso de donantes con diferente pigmentacién a la azul/magenta en el grano,
afecta la ruta metabdlica de las antocianinas. Basta con entender que la aleurona
exhibe el genotipo AAA en los granos azules mientras que en los blancos es aaa
(Espinosa et al., 2010) y al producir la RCOF1 se generan genotipos AAa,
disminuyendo la acumulacién de antocianinas como se muestra en las RC1F1
(cuadro 5). Esto al suponer que cada A representa una unidad de intensidad del
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color azul 0 magenta, lo que genera una variacion en el color del grano, sobre

todo si el numero de loci involucrados se incrementa (Espinosa et al., 2010).

En general la retrocruza limitada no ayudo a mejorar la acumulacién de ANTO,
por el uso de donantes de grano blanco y amarillo. Sin embargo, dentro de estos
tipos se encontraron granos con mA&s intensidad de pigmentacién, en
comparacion con la mayoria de los demas, lo que sugiere la existencia de
individuos que se podrian seleccionar al llevar la RC1F1 a RC1F2. Al avanzar
generacionalmente las RC1F2, el contenido de ANTO se podria aumentar al
autofecundar las plantas y asi generar mas loci en estado homocigoto que
intervengan en la biosintesis de las antocianinas. La seleccion gendmica podria
ayudar a seleccionar individuos con mas alelos favorables en la acumulacién de
ANTO, pero aumentaria el costo. Diseccionar granos de las diferentes familias
generadas en base a las estructuras del grano y observar en que parte se
concentran las antocianinas, asi como seleccionar las de mejor tonalidad de
manera visible o a través de analisis de laboratorio, ayudaria en la seleccién de

genotipos superiores aln menor costo.

El contenido de TRIP en base seca del grano entero presento una alta
variabilidad entre genotipos anidados en tipos, que entre tipos (cuadro 5). De los
tipos analizados ninguno se considera QPM, mientras que los genotipos 4, 6, 7y
16 mostraron un contenido = 0.075% de TRIP en grano entero, lo que les confiere
el estado de QPM (Vivek et al., 2008). El porcentaje de TRIP aqui reportado en
15 de los 17 materiales, exceptuando los genotipos 5 y 10, es equiparable y/o
superior al reportado en tres lineas y 11 cruzas de maiz QPM realizadas por
Gutiérrez et al. (2014), y superior al reportado en 45 accesiones de maiz del
estado de Nayarit (Vidal et al., 2008).

Vera-Guzman et al. (2012) colectaron y agruparon por color de grano 70
muestras de maiz de la Mixteca de Oaxaca, del total de muestras 5, 3y 5
accesiones de color rojo, azul y variegado respectivamente, exhibieron
porcentajes superiores a la media aqui reportada de TRIP. Caso contrario se

presentd con las 41 poblaciones de la Peninsula de Yucatan estudiadas por
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Cazares-Sanchez et al. (2015) del total de accesiones que avaluaron, solo 8

presentaron contenidos inferiores de TRIP que el genotipo cuatro.

El genotipo cuatro presento mas de 0.8% de indice de calidad de triptofano
(ICTR) para considerarlo QPM (Vivek et al., 2008). El ICTR fue superior a la
media del indice reportado por Vidal et al. (2008) en la mayoria de los genotipos
gue evaluamos con excepcion del donador cinco, pero inferiores a los informados
(0.85 a 0.95 %) por Cézares-Sanchez et al. ( 2015) para cuatro tipos de maices.
A diferencia de la variable TRIP el ICTR se vio afectado de manera positiva en
las RC1F1 en comparacion con los progenitores recurrentes, al aumentar el ICTR

en todas las retrocruzas, dando como resultado proteina de mejor calidad.

Los valores promedio del contenido de LISI entre los tipos donadores, RCOF1 y
criollos pertenecen al mismo grupo estadistico (cuadro 5), y fueron superiores en
el porcentaje de LISI en comparacion con la mejor poblacion (0.386%) evaluada
por Vidal et al. (2008). En general los genotipos mostraron una media (0.3978%)
superior de LISI que once cruzas y tres lineas de maiz QPM evaluadas por
Gutiérrez et al. (2014) y las 41 poblaciones que analiz6 Cazares-Sanchez et al.
(2015). El genotipo seis (0.5118%) supero a la mejor cruza (0.49%) formada por
Gutiérrez et al. (2014) y, a todas las cruzas y lineas que evalu6 Arellano-Vazquez
et al. (2012) en el contenido de lisina. Vera-Guzman et al. (2012) reporta tres
poblaciones en maices de grano azul, rojo y variegado, con valores superiores al
mejor genotipo (6) aqui reportado en el contenido de lisina, lo que sugiere la

existencia de materiales pigmentados con altos contenidos de LISI.

Las RC1F1 fue el tipo que presentd en promedio menos porcentaje de LISI, pero
existe variabilidad entre los genotipos que se agrupan en este tipo para la
generacion de familias con contenidos deseables del amino&cido. Los promedios
del indice de calidad de lisina (ICLI) de los genotipos presento mas variabilidad
que el ICTR (cuadro 5). Los promedios de 16 de los genotipos analizados
mostraron un mejor ICLI que los cuatro grupos que analizo Cazares-Sanchez et
al. (2015). Las medias de los genotipos son superiores y/o equiparables con

materiales QPM (Mendoza-Elos et al., 2006; Vazquez et al., 2012), los genotipos
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4y 11 superaron el 4% de lisina en proteina que les confiere el estado de QPM
(Vivek et al., 2008). En general el ICLI se mejoré en la mayoria de las retrocruzas
en el que intervino el genotipo uno, pero se disminuyo en las del genotipo dos,

con excepcion del genotipo 11, el cual logro obtener el grado de QPM.

En el contenido de PROT, la comparacion de medias agrupo a los tipos en tres
clases de grupos diferentes (P < 0.05), indicando que los criollos y las RCOF1 son
iguales estadisticamente (cuadro 5) con los mejores promedios de PROT. Las
medias de los tipos criollos y RCOF1 mostraron valores superiores a los cuatro
grupos que analiz6 Cazares-Sanchez et al. (2015) en poblaciones de maiz de
Yucatan. Los cuatro grupos presentaron mejores promedios que la media
(10.3%) de 45 maices nativos de Nayarit estudiados por Vidal et al. (2008). Caso
contrario sucedié con los resultados de Vera-Guzman et al. (2012) quienes
informaron que los grupos formados de acuerdo al color del grano, exhibieron

medias superiores a 11.9% de proteina en base seca.

Seis de los 17 genotipos presentaron promedios superiores a la media mas dos
veces el error estandar, sin embargo, ninguno de estos genotipos se encontré en
las RC1F1, dentro de este tipo se ubicaron las medias mas bajas en cuanto al
contenido de PROT, resultados similares reporto Vazquez et al. (2003) al
observar que la PROT de los maices criollos fue superior al de sus retrocruzas.
Los seis genotipos con mejor contenido de PROT mostraron durezas de
intermedio a muy duro (cuadro 9), estos mismos resultados los encontré Salinas
y Pérez (1997) en maices comerciales, quienes relacionan la textura dura con el

alto contenido de proteina.

Las proteinas presentes en el maiz muestran discrepancias en la mezcla de
aminoacidos que las conforman, dando como resultado diferencias en su
estructura. Las glutelinas, globulinas y albuminas exhiben tasas mas altas de
lisina (5% —6%), en comparacion con el 0.1% de las zeinas (Larkins, 2019). Los
maices que presentan en estado homocigoto el gen opaco-2 producen mayores
cantidades de lisina a los que no presentan estos alelos (Mertz et al., 1964), al

reducir la acumulacion de zeina (Larkins, 2019).
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Los resultados anteriores del porcentaje de PROT sugieren que el gen opaco-2
no se encuentra en estado homocigoto, en caso de ser el responsable de la
acumulacion de LISI 'y TRIP, al carecer de altos niveles de LISIy TRIP, y por ser
generaciones aun segregantés. Sin embargo, en los resultados se observa una
reduccion del porcentaje de PROT, ayudando a obtener una mejor calidad y no
cantidad de PROT.

Al llevar las RC1F1 a RC1F2 se podrian encontrar familias con mejores
cantidades de lisina y triptéfano, y al estudiar maices que no solo se basén en el
aumento de la calidad proteica como lo es con los QPM, sino en conjugar varias
moléculas funcionales que aumenten la calidad nutricional y funcional del maiz,
valores aceptables de LISI y TRIP en las poblaciones podrian tomarse como
complementarios, al proporcionar una cantidad significativa de los requerimientos

diarios de estos aminoacidos.

Los carotenos son pigmentos que se encuentran en el maiz amarillo y naranja, y
algunos de ellos son precursores de vitamina A (Scott et al., 2019), estos colores
se deben al contenido de carotenos en el endospermo, y se dividen generalmente
en carotenos y xantofilas (Garcia-Lara et al., 2019). En la mayoria de los maices
analizados se encontré6 LEUT, ZEAX, BCRI, TREC, BCAR y NUEC.; con
excepcion de los genotipos tres y seis, en el primer caso no presento BCRI y
TREC, mientas que el segundo fue NUEC (cuadros 3y 4), resultados que podrian
estar relacionados con no haber encontrado el pigmento tipico amarillo a simple
vista en el endospermo harinoso y vitreo (cuadro 8), estructuras donde se

almacena del 95% -97% del pigmento (Garcia-Lara et al., 2019).

Cabrera-Soto et al. (2018) y Garcia-Lara et al. (2019) mencionan que LEUT y
ZEAX son los principales carotenoides en maiz amarillo, de acuerdo a nuestros
resultados LEUT presento la media mas baja en comparacién con los demas
carotenos en todos los genotipos (figura 5). Este resultado se debe a que la
mayoria de los genotipos que analizamos son de grano azul/magenta, y los
carotenos no se presentan en todos los endospermos de los granos o estan

ocultos por las antocianinas (cuadro 8). Por el contrario, ZEAX fue el caroteno
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con la mejor media en todos los genotipos (figura 5), la grafica no muestra las
medias del genotipo cuatro de ZEAX al tomarse como valores fuera de tipo.
Cuadro 8. Determinacion de la presencia de carotenos en el endospermo

harinoso y vitreo a simple vista.
GENO EHAR EVIT

1 X*
2 X*
3

4 X X
5

6

7 X X
8 X*
9 X*
10 X
11 X*
12
13 X* X*
14 X*
15

16 X* X*
17 X*

GENO: genotipo; EHAR: endospermo harinoso; EVIT: endospermo vitreo; X: presencia de
carotenos; *: presencia en solo algunos granos.

LEUT y ZEAX son las principales xantofilas en los granos de maiz, que no tiene
la capacidad de ser PROA, pero presentan beneficios para la salud al ser
antioxidantes y presentar actividad anticancerigena (Wang y White, 2019). Las
medias de los cuatro tipos vario entre 0.0867 a 0.7518 ug g* en base seca para
LEUT, yde 0.4334 a 3.2633 ug g para ZEAX en base seca. La prueba de medias
encontré diferencias que permitieron separar los cuatro tipos en tres grupos con
diferencias estadisticas (P<0.05) en ambas variables. Correspondiendo la media
mas baja a los criollos y la méas alta a los donadores, sin embargo, a nivel de
genotipo los dos criollos presentaron valores mas altos de LEUT y ZEAX que los

donadores tres y cinco (cuadro 3).

Las medias de los tipos criollos, RCOF1 y RC1F1 son inferiores a las medias de

estas dos variables, en comparacion con los hibridos catalogados como de baja
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Figura 5. Boxplot's de los carotenos presentes en el grano de maiz de los
genotipos analizados. LEUT: luteina, ZEAX: zeaxantina, BCRI: B-criptoxantina,
TREC: 13-cis- caroteno, BCAR: B-caroteno, NUEC: 9-cis-3 caroteno.

concentracion de carotenos por Suwarno et al. (2019) y aun mas bajo a los
resultados de Lozano-Alejo et al. (2007), pero algunos genotipos presentaron
medias por encima del minimo reportado en algunas lineas de maiz amarillo
(Menkir et al., 2008). Los niveles de ambos carotenos aumentan notablemente
en algunas de las RCOF1 y RC1F1, siendo mas notorio donde esta involucrado
el genotipo cuatro que es de grano amarillo (figura 3), resultado que se debe a la
presencia de carotenos en mas cantidad y tonalidad en el endospermo (figura 4

y cuadro 8).

La BCRI tiene un grupo OH en uno de los anillos que la conforman, quedando
disponible solo la otra mitad de la molécula para su conversién a vitamina A
(Wang y White, 2019), de ahi que para el calculo de la PROA esta se debe de
multiplicar por 0.5. El analisis de medias mostro diferencias significativas
(P=<0.05) entre los cuatro tipos analizados, separando a los tipos en tres grupos,
el promedio de los tipos varié de 0.1371 a 0.5823 ug g* de peso seco de BCRI,
la media mas baja correspondié al tipo criollos mientras que las mas alta fue de
las RC1F1, resaltando los genotipos 13 y 16 que se encontraron por encima de
las medias mas dos veces el error estandar (cuadro 4). El genotipo 16 se cataloga
como de concentracion baja de carotenos, al exhibir una media similar a hibridos
asi catalogados por Suwarno et al. (2019), mientras que el genotipo 13 presenta
un 54% mas BCRI que la media de los hibridos catalogados como de alto

contenido de carotenoides por el mismo autor, y similar a algunas lineas
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sobresalientes de grano amatrillo reportadas por Menkir et al. (2008), sin embargo

se han reportado valores de hasta 19.0 ug g por Lozano-Alejo et al. (2007).

Dentro de los carotenoides existen isomeros geométricos (cis) especiales
(Meléndez-Martinez, 2017), uno de ellos es TREC, carotenoide con actividad de
PROA. La media para los diferentes tipos varié entre 0.1701 a 0.2856 ug gten
base seca (cuadro 3), el grupo de los donadores mostro el promedio mas bajo al
no acumular esta molécula el genotipo tres, las RCOF1 y RC1F1 fueron
estadisticamente iguales (p<0.05), pero con la mejor acumulacion de TREC
(cuadro 3). Dentro de las RCOF1 destacan los genotipos 7,10y 11 (cuadro 3), los
primeros dos pertenecientes a cruzas con el genotipo 4, que es de grano amarillo,
sin embargo, el genotipo 11 llama la atencion por sus niveles de TREC en
comparacién con los genotipos 7 y 10, al provenir de materiales de grano azul y
blanco. Ademas, a simple vista solo se observé la presencia de carotenos en el
endospermo vitreo de algunos granos de este genotipo, en comparacion con los
genotipos 7 y 10 que acumularon carotenos en todos sus endospermos (figura 4

y cuadro 8).

Entre las RC1F1, como era de esperarse sobresalieron las retrocruzas 13 y 16
donde intervino el genotipo cuatro, en estos materiales aumento el contenido de
TREC en 51 y 13% mas en comparacion con el genotipo cuatro, en el genotipo
11 se redujo su contenido a una media comparable con la de sus progenitores.
Las medias de los tipos criollos, RCOF1 y RC1F1 son superiores a la de dos
hibridos de maiz comercial de grano amarillo, e inferiores a los resultados de los

siete hibridos enriquecidos con PROA (Rosales et al., 2016).

El principal carotenoide precursor de la PROA es BCAR (Wang y White, 2019),
una sola molécula dentro del humano se convierte en dos moléculas activas de
vitamina A (Diaz-Gomez et al., 2017), estas moléculas también pueden regenerar
la actividad de la vitamina E y la de algunos otros antioxidantes (Acosta-Estrada
et al., 2019), o actuar como antioxidantes (Serna-Saldivar, 2010b). Las medias
de los tipos oscilo entre 0.2766 y 0.4969 ug g en base seca para BCAR (cuadro
4), los tipos RCOF1 y RC1F1 son estadisticamente iguales (P<0.05), los valores
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mas bajos de BCAR se presentaron en los donadores de grano blanco, dentro
de las RCOF1 y RC1F1 se observo el mismo patron de la variable TREC, con los
genotipos 7,10y 11 (cuadro 4). El aumento y disminucion posiblemente se deben
a la accion del efecto de dosis, donde la intensidad del color amarillo varia de
acuerdo a la dosis del gen Y1 en el endospermo (Ramirez et al., 2007), razén por
la cual algunos granos presentan a simple vista el color amarillo tipico de los
carotenos (figura 4 y cuadro 8). Los genotipos 13 y 16 mostraron aumentos del
99 y 10% respectivamente en el contenido de BCAR, en comparacion con el
genotipo cuatro. Los cuatro tipos en general acumularon menos carotenos que
los hibridos catalogados como de bajo contenido de carotenos por Rosales et al.
(2016) y Suwarno et al. (2019), sin embargo el genotipo 13 se considera de alto
contenido de BCAR al presentar una media superior que algunos hibridos

catalogados en esta categoria por los mismos autores.

El isdmero NUEC, es un caroteno ciclico que tiene la estructura de BCAR, pero
con un doble enlace cis en la posicion 9,10. La prueba de medias separo a los
diferentes tipos en cuatro grupos diferentes con una diferencia significativa
(P<0.05), las medias de los tipos oscilo entre 0.2295 y 0.3290 ug g en base seca
para la variable NUEC (cuadro 4). Las medias de ambos criollos y de los
donadores blancos son muy parecidas, sin embargo, se complementan en
algunas RCOF1 y RC1F1 al producir genotipos con medias superiores a las de
sus progenitores (cuadro 4). Dentro de las RC1F1 al menos cuatro de las seis
presentaron porcentajes superiores del caroteno en comparacion con su
progenitor criollo, mientras que el genotipo 13 supero en un 28% al donador
cuatro. En general las medias de los cuatro tipos fueron superiores a las medias
de hibridos comerciales de grano amarillo en la variable NUEC (Rosales et al.,
2016), sin embargo el genotipo 13 presento una media superior a uno de los

hibridos catalogados como enriquecidos con provitamina A.

Cualquier pigmento del tipo carotenoide que presente similitud con la estructura
del carbono de la vitamina A en cualquiera de sus extremos, es PROA (Loy y

Lundy, 2019), esta vitamina se considera la mas importante en la nutricion y salud
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de los humanos, al prevenir la ceguera parcial y completa, la xeroftalmia, el
cancer y enfermedades cardiovasculares, ademas de fortalecer el sistema
inmunoldgico (Acosta-Estrada et al., 2019). La comparacion de medias reconocio
el agrupamiento de los tipos en cuatro grupos estadisticamente diferentes
(p<0.05), la media de los cuatro tipos fluctué entre 0.7978 a 1.4028 ug g* de peso
seco de PROA (cuadro 4), el grupo de los criollos presenté menos acumulacion

de PROA Yy el tipo RC1F1 mostré la mejor acumulacion.

Algunos genotipos presentaron menos PROA que la media de los criollos, entre
los que se encuentran los donadores de grano blanco y algunas de sus cruzas.
Seis genotipos presentaron medias superiores a la media mas dos veces el error
estandar (cuadro 4), dentro de estos genotipos destacan las RC1F1 13y 16 que
tienen en comun el donador de grano amarillo, pero sin duda la que muestra mas
cantidad de provitamina es el genotipo 13 que presenta un 56% mas de PROA
gue el genotipo cuatro. La media de las RCOF1 es similar a la de los hibridos
catalogados como de bajo contenido de carotenoides por Suwarno et al. (2019),
mientras que la de RC1F1 es 5% superior a la media de esos hibridos, esto
mismo sucedid con los analisis de Rosales et al. (2016) donde las medias de las
dos retrocruzas fue superior a los maices hibridos de grano amarillo, pero
Gnicamente supero a uno de los hibridos (BEH6) que esta enriquecido con

provitamina A.

Acosta-Estrada et al., (2019) en la recopilacion que hace sobre el contenido de
carotenoides totales en el grano de maiz, menciona que los de grano blanco
presentan cantidades minimas de carotenos con solo 3 ug g, los maices de
grano amarillo normal 66 ug gy los maices con alto contenido de carotenoides
rangos entre 60 y 95 ug g*. Con base a lo anterior, las medias de los tipos criollos,
RCOF1 y RC1F1 presentan valores mas bajos que los maices blancos, mientras
que la de donadores es de 5.2901 ug g, pero los genotipos tres y cinco
presentan menos de 3 ug g de carotenoides. Destacan los genotipos 7 y 13 con
bajo contenido de carotenos y mas PROA, resultado que se debe a que exhiben

menos cantidad de luteina y zeaxantina moléculas que solo dan color, pero no
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son precursores de PROA, mientras que las que si son precursoras de PROA se

acumulan en cantidades ligeramente superiores.

La biofortificacién del maiz tiene como objetivo la produccion de variedades con
mayores cantidades de micronutrientes a través del mejoramiento genético
convencional (Ortiz-Monasterio et al., 2007), en la actualidad se han producido
materiales ricos en provitamina A, hierro, zinc y QPM todos estos por separado.
Los resultados anteriores sugieren viable la produccion de maices con un
endospermo rico en carotenos y, la presencia de antocianinas en la aleurona y
pericarpio, para conjuntar las propiedades de estos dos tipos de maices en un
solo material, ademas agregar altos contenidos de lisina y triptéfano, con la
finalidad de ofrecer una nueva opcion de alimento funcional. Esta propuesta se
puede lograr con el uso de lineas enriquecidas con PROA y transformadas a
QPM pertenecientes a un patrén heterético que se utilizarian como donadores, y
localizar criollos de maiz pigmentado que muestren heterosis al cruzarse, para
utilizarlos como donadores de antocianinas para formar las poblaciones base de
premejoramiento, y en un futuro en base a ratrocruzas formar familias o

poblaciones mejoradas con la presencia de estos tres atributos.

Lo anterior podria desencadenar en la generacién de una nueva gama de lineas
que conjunten estos rasgos dando nuevas opciones de biofortificacion en maiz.
Esta propuesta se escucha complicada pero dado que en la biosintesis de
antocianinas y carotenos interfieren genes diferentes, y se les haya en
estructuras opuestas, su acumulacién en conjunto y en cantidades aceptables
podian lograses de una manera mas rapida con la ayuda de la seleccién
gendmica. Esto también se puede lograr de una manera mas rapida con
donadores de grano blanco (QPM), debido a que los marcadores fenotipicos de

las antocianinas facilitarian la seleccion.

Variables Fisicas
La comparacion de medias no mostro diferencias significativas (P<0.05) entre los

cuatro tipos para la variable PEDI, sin embargo, son notorias las diferencias
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numeéricas que hay entre algunos genotipos (cuadro 6). Como se pude observar
las medias de los criollos fueron inferiores a las de los donadores, disminuyendo
enla RCOF1yaun masenlaRC1F1. En general la mayoria de las RC1F1 cumple
el requerimiento de < 2% de pico (Salinas-Moreno et al., 2010), con excepcion de
los genotipos 16 y 17 que sobrepasan el valor ligeramente. Conocer el porcentaje
que esta estructura representa del total del peso del grano es de suma
importancia para las industrias de la masa y tortilla, al no hidrolizarse durante el
proceso de nixtamalizacion ocacionando una tonalidad oscura en la tortilla,
afectando su calidad (Salinas-Moreno et al., 2010), lo anterior resulta de
importancia en la industria de la tortilla blanca donde los granos carecen de
pigmento, por lo que esta caracteristica no afectaria a las tortillas elaboradas a
partir de grano azul/morado donde las tortillas adquieren diferentes tonalidades

de oscurecimiento por el efecto de la concentracion de antocianinas en el grano.

Las medias de los cuatro tipos en el porcentaje de PERI, se agruparon en dos
grupos estadisticamente diferentes (p<0.05) (cuadro 6). Las medias de los tipos
oscilo entre 4.726 y 5.509, los criollos presentaron los valores mas altos de PERI,
este resultado concuerda con los datos de Vazquez-Carrillo et al. (2010) quien
encontré altos porcentajes de PERI en maices criollos. Los donadores, las
RCOF1 y las RC1F1 fueron estadisticamente iguales (p<0.05), y presentaron
medias con valores inferiores a los de 27 muestras de maiz agrupadas por su

dureza (Salinas-Moreno y Aguilar-Modesto, 2010).

Diez de los diecisiete genotipos mostraron de 5 —7% de PERI con respecto al
peso total del grano, valores que son propios del maiz (Garcia-Lara et al., 2019).
La industria de la harina nixtamalizada y, la industria de masa vy tortilla requiere
maices con valores de 4.5 - 6% de PERI (Salinas-Moreno et al., 2010), con estos
valores de referencia los cuatro tipos se ubican dentro de los rangos, pero de
manera mas concreta cinco de los seis genotipos que conforman las RC1F1 se
adecuUan para su uso en estas industrias (cuadro 6). Sin embargo, la industria de

la masa nixtamalizada utiliza maices con durezas de duro o muy duro, y presentar
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esta caracteristica la mayoria de los maices aqui estudiados (cuadro 9), seria

mas adecuado su uso en esta industria.

Las medias de las RC1F1 y RC1F1 que involucraron al genotipo uno, en general
presentan porcentajes mas altos de PERI que las cruzas donde intervino el
genotipo dos, este resultado es bueno porque estos genotipos acumulan
antocianinas en el pericarpio, por lo que a mas porcentaje de pericarpio se espera
mas acumulacion de antocianinas. Este resultado se ha informado con
anterioridad, donde los maices que reservan antocianinas en el pericarpio y
aleurona, muestran mas acumulacion del pigmento sobre el pericarpio que en la
aleurona (Espinosa et al., 2009; Salinas et al., 2013a), dentro de un programa de
mejoramiento genético de maices azules se debe tomar en cuenta este criterio
(Espinosa Truijillo et al., 2010), siendo deseable utilizar hembras que presenten
altos porcentajes de pericarpio, de masgrosor y que acumulen antocianinas en
esta estructura, para el aprovechamiento de los efectos maternos en la

acumulacion de pigmentos (Espinosa et al., 2012).

Con los resultados anteriores las RC1F1 se deben de llevar a RC1F2 para
encontrar poblaciones que presenten la combinacién de caracteristicas
deseables en maices azules/magenta. Partiendo de estas poblaciones generar
un patrén heterotico, a partir de una poblacién (A) base de mejoramiento con
granos de tonalidades magenta y/o rojo intenso que acumule antocianinas en el
PERI y en la capa de aleurona, y una segunda poblacion (B) con tonalidad azul
gue almacene pigmento en la capa de aleurona, para posteriormente formar
lineas que generen hibridos que expresen heterobeltiosis en el rendimiento de
antocianinas (Espinosa et al., 2012), esto mismo se debe contemplar en la
propuesta anterior de formar un patrén heterético que acumule carotenos en el

endospermo y antocianinas en el pericarpio y aleurona.

Con el aumento del porcentaje y grosor del PERI se podrian superar los limites
de esta estructura, pero esto no representa un problema para la industria de la
masa Y tortilla, donde se prefieren porcentajes bajos para mantener la estética de

la tortilla blanca, al incorporar la estructura colores indeseables (Vazquez-Carrillo
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et al., 2010), sin embargo sucederia lo mismo que con PEDI donde el color de

las antocianinas ocultaria estas caracteristicas indeseables de estética.

Las medias de GERM no mostraron diferencia significativa (p<0.05) aunque si
existe una diferencia numérica entre tipos y mas aun entre los genotipos. Los
criollos presentaron menos porcentaje de germen, y en los de tipo donador se
presentd mas porcentaje de germen con respecto al peso total del grano (cuadro
6). También se puede observar un aumento del porcentaje de germen en todas
las RC1F1 del genotipo uno, mientras que en el genotipo dos solo se presenté el
aumento en una de las retrocruzas, a pesar del aumento del GERM estos valores
se encuentran dentro del rango que piden las industria de la masa y tortilla (<

13%) y de las harinas nixtamalizadas (s 12%).

El endospermo es la estructura mas abundante en el grano de maiz, representa
del 80 - 82% del peso total (Garcia-Lara et al., 2019). El porcentaje de EVIT para
los tipos que se evaluaron oscilaron entre 51.889 - 57.610% (cuadro 6), Salinas
Moreno et al. (2012) encontraron que las razas Tuxpefio y Vandefio con altos
porcentajes de EVIT presentaron los indices de flotacibn mas bajos y textura
dura, estos resultados concuerdan con los aqui reportados en genotipos que
presentan altos indices de EVIT al reflejar durezas de duras a muy duras y bajos
indices de flotacion (cuadro 9). De acuerdo a la industria de las harinas
nixtamalizadas los balances de EHAR y EVIT determina que maices utilizan,
prefiriendo aquellos con mas de 48% de EVIT (Salinas-Moreno y Aguilar-
Modesto, 2010), con base a lo anterior todas las RC1F1 cumplen este

requerimiento.

Todas las variables antes descritas de las estructuras del grano presentan
variaciones, que se deben al contenido de humedad, la variedad y la interaccion
genotipo ambiente (Watson, 2003). Las muestras pertenecen unicamente a un
ambiente y se diseccionaron en diferentes fechas, hechos que influyeron en los
datos existiendo un posible sesgo, dando como resultado altos coeficientes de
variacion en PEDI, GERM y EHAR, sin poder encontrar diferencias significativas

gue separaran los tipos en diferentes grupos estadisticos.
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El peso del grano es un buen indicador del tamafio del grano, y que se encuentra
relacionado con los rendimientos en la molienda, prefiriendo la industria granos
grandes y uniformes, por contener mas proporciéon de endospermo o almidén,
ademas de que la prueba es simple, practica y rapida (Serna-Saldivar, 2010). El
peso de 100 granos (P100) vario en los genotipos de 26.13 a 41.63 g (cuadro 9),
valores similares (29.5a41.9 g) en el P100 fueron reportados por Salinas-Moreno
et al. (2010) en hibridos, variedades sintéticas y variedades de polinizacion libre.
Salinas y Vazquez (2006) menciona que los granos grandes poseen un P100,
238 g, los granos medianos oscilan entre los 33y 38 g, y los pequefios muestran
pesos <33 g.

Cuadro 9. indice de flotacion y dureza del grano de 17 genotipos.
GENO P100 (g) INFL (%) DURE

1 31.75 25 Duro
2 31.46 40 Intermedio
3 28.09 18 Duro
4 35.03 2 Muy Duro
5 26.13 58 Intermedio
6 36.50 8 Muy Duro
7 26.66 7 Muy Duro
8 38.55 20 Duro
9 29.26 12 Muy Duro
10 - - -
11 28.01 16 Duro
12 33.61 11 Muy Duro
13 40.67 4 Muy Duro
14 37.24 11 Muy Duro
15 41.04 21 Duro
16 35.53 7 Muy Duro
17 41.63 7 Muy Duro

GENO: genotipo; P100: peso de 100 granos; INFL: indice de flotacion; niumero de granos
flotantes; DURE: dureza.

Con la clasificacién anterior los genotipos 6, 8, 13,14,15 y 17 se consideran de
grano grande, como medianos a 4, 12 y 16, y como chicos a los genotipos 1, 2,
3,5,7,9y 11, estas diferencias se deben al uso de materiales diferentes (lineas,
criollos, variedades y dos tipos de retrocruza). La determinacion del tamafo de
grano, es una variable de interés en el proceso de nixtamalizacion, por el efecto
gue presenta sobre el grado de cocimiento y absorcion de agua; granos con el

mismo valor de dureza, pero de diferente tamafo, muestran diferencias en los
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tiempos de coccion (Salinas-Moreno et al., 2010). Al solo analizar una repeticion,
los valores probablemente no representen a las diferentes poblaciones, por la
ausencia de heterosis al tratarse de semilla original en las diferentes cruzas y
retrocruzas, sin embargo, una vez que se lleven a estado de RC1F2 sera
necesario realizar el analisis a cada familia para conocer el P100 de cada familia

formada, y asi poder determinar el tamafio del grano.

El INFL se desarroll6 como una prueba rapida para determinar la densidad de
grano y calidad de molienda en seco (Serna-Saldivar, 2010). Para los genotipos
analizados el INFL varié de 2% para el genotipo cuatro hasta 58% en el genotipo
cinco, ambos donadores, y que se clasifican de acuerdo a la DURE en el grano,
como muy duro o intermedio para ambos casos (Palacios-Rojas, 2018). En
general el INFL de los dos criollos disminuyo en sus tres diferentes RC1F1, caso
contrario se present6 en los analisis de Vazquez et al. (2003) quien describio que
el INFL se mantuvo en la raza Blando de Sonora en sus dos retrocruzas, mientras
gue las retrocruzas de Complejo Serrano presentaron un incremento en su INFL,
causando que la dureza pasara de dura a intermedia, en este caso las retrocruzas
del genotipo uno pasaron de duro a muy duro, y en el genotipo dos de intermedio

a duro y muy duro.

La relacién entre EHAR y EVIT determina la DURE y densidad del grano (Garcia-
Lara et al., 2019), en los resultados de Salinas-Moreno y Aguilar-Modesto (2010)
los maices de grano duro presentaron los valores mas bajos de EHAR vy el
porcentaje mas elevado de EVIT, sin embargo en sus resultados los maices
duros mostraron porcentajes de EHAR mas altos y mas bajos en EVIT, en

comparacién con las medias de los cuatro grupos aqui analizados (cuadro 4).

En el grano de maiz interacttan diferentes factores genéticos sobre el pericarpio,
la aleurona, el germen y el endospermo que dan como resultado diferencias en
el color (blanco, amarillo, naranja, rojo, purpura, azul y marron principalmente)
sin embargo, los maices de grano amarillo y blanco son los que principalmente
se cultivan, y en menos cantidad los de tonalidad roja y azul (Garcia-Lara et al.,

2019). Los andlisis de varianza empleados sobre las variables que se utilizaron
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para definir los pardmetros de color en el grano mostraron diferencias
significativas (p< 0.01) en el modelo, los tipos y genotipos anidados en tipos
(cuadro 10), resultados evidentes por el nivel de discrepancia en el color que

existe entre los diferentes genotipos analizados (figura 3).

El parametro L se refiere al grado de brillantez que presenta la muestra (0= negro
y 100= blanco), de acuerdo a la prueba de medias los maices del tipo donador
presentaron los valores mas elevados de L con una media de 77.31%, pero los
genotipos de grano blanco (cuadro 10) expresaron mas L sobre la media del
grupo, el tipo con la media mas baja fueron las RC1F1 (50.76%). En las medias
de los genotipos que se agrupan en el tipo RC1F1 del genotipo uno se nota el
incremento del porcentaje de L comparadas con su progenitor criollo y sus
RCOF1, caso contrario sucedio con las cruzas del criollo dos donde se observo
en general una disminucién de la L (cuadro 10), el aumento de la L en los
genotipos 12, 13y 14 se debe a que los pericarpios de los granos disminuyeron
su concentracion de ANTO (cuadro 5, figura 3 y figura 4). Los maices de grano
azul presentan valores mas altos de L que los de grano rojo magenta (Salinas
Moreno et al., 2012), resultado que concuerda con lo aqui reportado. Resultados
con menos porcentaje de L han sido reportados con anterioridad para razas de
maices tropicales (Salinas, et al., 2013a), y aun mas bajos en genotipos de valles

altos por su alta concentracion de ANTO (Mendoza-Mendoza et al., 2017).

La a* define los colores que van de rojo a verde, si a* es positiva representa el
rojo y por el contrario si presenta valores negativos indican el verde, si el valor
encontrado es cercano a cero representa una baja tonalidad, pero si es cercano
a -100 o +100 la tonalidad es alta (Palacios-Rojas, 2018). La media de esta
variable en todos los tipos fue positiva representando el color rojo, las medias de
los tipos oscilaron entre 2.790 y 7.470, la media mas baja corresponde a criollos,
y la méas alta a RCOFL1. El valor de la media en criollos se debe al bajo promedio
del genotipo dos, donde la tonalidad es baja por la reflectancia de su pericarpio
blanco, por su parte la media mas elevada se debe a los altos valores que

muestran los genotipos 6, 7 y 8 predominando los pericarpios rojizos (figura 3 y
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Cuadro 10. Cuadrados medios del analisis de varianza para los parametros de
color.

FV GL L* ax b* h° C
Modelo 16 495.968 ** 60.567 ** 299.615** 807.651** 290.324 **
Tipo 3 1509.454 ** 58.042 ** 1282.805 ** 705.657 ** 1237.074 **
Genotipo(Tipo) 13 262.086 ** 61.150**  72.725** 831.188**  71.843 **
Error 34 0.614 0.513 1.374 8.481 1.472
CV% 1.36 13.43 7.26 4.15 6.87

FV: fuentes de variacion; GL: grados de libertad: CV: coeficiente de variacién; L = luminosidad o
brillantez; a* y b*: coordenadas de cromaticidad; h°= color o tono; C= croma o pureza de color;
**: significativo al 0.01 de probabilidad.

Cuadro 11. Comparacion de medias y promedio de los parametros de color.

GENO TIPO L* a* b* h° C

1 Criollo 41.673 5.423 7.047 52.398 8.897

2 Criollo 68.587 0.163 12.333 88.465 12.340
Promedio 55.130 b 2.790 d 9.690 c 70430 b 10.610 c

3 Donador 84.857 3.183 32.407 84.386 32.563

4 Donador 72.947 11.893 41.877 74.153 43.534

5 Donador 74.150 2.967 29.353 84.230 29.503
Promedio 77.310 a 6.010 b 34540a 80.920a 35.190a

6 RCOF1  43.273 16.507 10.803 33.232 19.729

7 RCOF1  63.303 9.410 25.650 69.886 27.323

8 RCOF1  43.563 10.970 8.253 37.019 13.747

9 RCOF1  70.640 4.110 17.857 76.952 18.332

10 RCOF1  56.157 0.907 13.543 86.226 13.575

11 RCOF1  51.063 2.970 9.687 72.812 10.141
Promedio 54.660 b 7.470a 14290 b 62.680 ¢ 17.140 b

12 RC1F1  55.267 3.090 10.880 74.263 11.329

13 RC1F1  43.070 6.530 10.893 59.098 12.722

14 RC1F1 53.923 6.693 12.457 61.735 14.184

15 RC1F1  50.643 1.400 10.093 81.988 10.198

16 RC1F1 50.677 2.300 11.147 78.114 11.403

17 RC1F1  51.003 2.150 10.097 77.506 10.347
Promedio 50.760 ¢ 3.690 ¢ 10920 ¢ 72.110 b 11.690 ¢
Media 57.341 5.333 16.140 70.145 17.639
Tukey 0.934 0.850 1.396 3.468 1.440
EE 1.766 0.622 1.378 2.276 1.357

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); GENO:
genotipo; L = luminosidad o brillantez; a y b: coordenadas de cromaticidad; h°= color o tono; C=
croma o pureza de color.
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4). La disminucién de los valores en las RC1F1 de estos mismos genotipos se
debe a la presencia de pericarpios sin pigmento en algunos granos de estos
genotipos (cuadro 7 y figura 4), por su parte las retrocuzas del genotipo dos
presentaron un aumento de a* (cuadro 11). En el estudio de 124 lineas S2 de
clima templado se encontr6 que la variable oscilo entre 0.5 y 10.5 (Mendoza-
Mendoza et al., 2017).

La coordenada b* define la tonalidad de amarillo si b* es positiva, y si los valores
son negativos el azul, si el parAmetro se encuentra cerca de cero son de baja
tonalidad, y de alta tonalidad si estan cerca de -100 y +100 (Palacios-Rojas,
2018). Las medias de los cuatro tipos fueron positivas al igual que la de los
genotipos, lo que indica que se ubican dentro del color amarillo, los valores de
los tipos oscilaron entre 9.69 para los criollos y 34.54 para donadores donde
prevalecen los granos blancos y amarillos (figura 3 y 4), los resultados sugieren
qgue los criollos presentan tonalidades mas bajas del color amarillo, de forma
general dentro de casi todas las RCOF1 las tonalidades amarillas aumentaron,
pero estas disminuyeron al realizar la RC1F1 al estabilizarse de nuevo las
tonalidades amarillas (cuadro 11). Mendoza-Mendoza et al. (2017) también
reportaron que todos sus valores encontrados para este parametro fueron

positivos con un intervalo de entre 1.1y 5.8.

El h es un valor angular que varia entre 0° y 360° para estimulos crométicos,
estableciendo el color basico de un objeto (rojo, violeta, azul, verde, amarillo,
naranja 6 purpura (Carvajal Herrera et al., 2011). Las medias de los tipos de h
mostraron diferencias (p<0.05), el intervalo de h fue de 62.680° en las RCOF1 a
80.920° en los criollos y una media de 70.145° (cuadro 11), los resultados indican
gue en promedio los tipos mostraron un h que fue del rojo intenso al anaranjado,
aunque hubo genotipos que presentaron valores de menos de 40° que se
relacionan con h de rojo y morado, y algunos por encima de los 80° con tonos
amarillos. Salinas et al. (2012) reportaron tonalidades de 80.3° para maices de
grano azul, y 45.9° en granos rojo magenta, sin embargo h no representa el color

observado de una manera visual (Mendoza-Mendoza et al., 2017), en los granos
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pigmentados por la presencia de h mas claros en la cara del endospermo y el
pericarpio (Salinas Moreno et al., 2012). Se observo que las RC1F1 del genotipo
uno el valor del h aumento, mientras que las ratrocruzas del genotipo dos se not6
una disminucion (cuadro 11), resultado que tiene que ver con el cambio de

tonalidades y la disminucién del contenido de ANTO (cuadro 5 y figuras 3y 5).

La pureza del color o C se relacionada con el indice de saturacion del color, los
colores puros presentan altos valores, por el contrario los colores mate o de
menos pureza presentan valores bajos (Salinas et al., 2012). Los valores de C
para las medias de los tipos oscilo entre 10.61 y 35.19 (cuadro 11), con
diferencias estadisticas (p<0.05), los criollos y las RC1F1 fueron iguales, la cruza
de los criollos con los donadores propicio el aumento del C (figura 3 y 5), pero
disminuyo nuevamente en las RC1F1, también se not6 una ligera disminucion del
croma en las RC1F1 15, 16 y 17 en comparacion con su progenitor recurrente, y
un ligero aumento en las retrocruzas del progenitor uno (cuadro 11). Los maices
azules que estudio Salinas Moreno et al. (2012) presentaron valores inferiores de
C que los de rojo magenta, resultado contrario al aqui reportado en los criollos,
por el contrario Mendoza-Mendoza et al. (2017) reportaron que las lineas con
menos C fueron las que catalogo como de grano morado intenso y las de valores
maximos de C fueron las de granos menos oscuros, resultado que tiene que ver
con el encendido de los colores al encontrase mas saturado, este mismo
resultado se puede observar en las retrocruzas 6, 7 y 8 donde se presentaron

altos valores de cromaticidad (cuadro 11).

La concentracion de los diferentes pigmentos que le brindan el color al grano,
determinara el color de los diferentes productos que se elabore con ellos, se
recomienda tomar los valores de color en harina de maiz para tener un valor mas
reproducible al mezclase de una manera homogénea las diferentes estructuras
del grano y los pigmentos con los que cuente, esto porque los materiales que
presentan carotenos en el endospermo y, antocianinas en el pericarpio y

aleurona en general no mostraron tendencias hacia esa tonalidad.
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Para el calculo de la diferencia de color se utilizan los valores de la muestras
menos los de la muestra a comparar (Jha, 2010). La férmula CIEDE2000
proporciona un mecanismo mejorado para calcular estas diferencias de color
(Sharma et al., 2005). Existe casi nula informacion sobre la diferencia del color
entre granos de maiz, el Unico registro que se encontro en la literatura fue el de
Antuna-Grijalva et al. (2008), sin embargo utilizo la formula CIE76 la cual se ha
demostrado tener menos eficacia en la deteccion de las diferencias de color
(Sharma et al., 2005). Las diferencias de color que se observaron entre criollos
vs donadores, criollos vs RCOF1, criollos vs RC1F1, donadores vs RCOF1 y
donadores vs RC1F1 fueron medias en base a la clasificacion que se estableci6
(cuadro 12), de forma general la mayoria de las diferencias catalogadas como
altas se obtuvieron al comparar el genotipo uno con sus donadores o algunas de
Sus retrocruzas, estos cambios radicales en la diferencia de color (figura 3 y 4)
se deben directamente a la disminucion de la acumulacion de ANTO que
sufrieron las diferentes retrocruzas del genotipo uno al cruzarse con materiales
de colores diferentes, acumulacién que fue menos afectada en las retrocruzas
del genotipo dos (cuadro 5). Por su parte las diferencias mostradas como bajas
muestran diferencias a simple vista (figura 3y 4), de acuerdo a Mokrzycki y Tatol

(2011) clasifica las diferencias de color de la siguiente manera:

0 <AE <1: no se nota la diferencia

1 <AE <2: solo un observador experimentado puede notar la diferencia
2 <AE <3. 5: un observador inexperto también nota la diferencia

3.5 <AE <5: se nota una clara diferencia de color

5 <AE: se perciben dos colores diferentes

Aungue la mayoria de las muestras presentan diferencias de color a simple vista,
una variable cuantitativa hace mas facil su reproducibilidad que una cualitativa al
mostrar sesgos al clasificar el color. CIEDE2000 es aplicable preferentemente en
pequefias diferencias de color, pero su uso en contrastes mas amplios no

confunde la variacion de la precision numérica (Sharma et al., 2005).



Cuadro 12. Diferencias del color de grano de maiz en base a CIEDE2000.

64

GEN1 GEN2 L1 al bl L2 a2 b2 AE2000 DIF
1 3 41.670 5.420 7.050 84.857 3.183 32.407 39.350 A
1 6 41.670 5.420 7.050 43.273 16.507 10.803 9.596 M
1 12 41.670 5.420 7.050 55.267 3.090 10.883 14.260 M
3 5 84.857 3.183 32.407 43.273 16.507 10.803 39.794 A
3 12 84.857 3.183 32.407 55.267 3.090 10.883 25.448 M
1 4 41.670 5.420 7.050 72.947 11.893 41.877 33.297 A
1 7 41.670 5.420 7.050 63.303 9.410 25.650 23.936 M
1 13 41.670 5.420 7.050 43.070 6.530 10.893 3.104 B
4 7 72.947 11.893 41.877 63.303 9.410 25.650 10.060 M
4 13 72.947 11.893 41.877 43.070 6.530 10.893 30.691 A
1 5 41.670 5.420 7.050 74.150 2.967 29.353 32.607 A
1 8 41.670 5.420 7.050 43.563 10.970 8.253 5.702 B
1 14 41.670 5.420 7.050 53.923 6.693 12.457 12.679 M
5 8 74.150 2.967 29.353 43.563 10.970 8.253 32.191 A
5 14 74.150 2.967 29.353 53.923 6.693 12.457 20.050 M
2 3 68.587 0.163 12.333 84.857 3.183 32.407 15.516 M
2 9 68.587 0.163 12.333 70.640 4.110 17.857 5.697 B
2 15 68.587 0.163 12.333 50.643 1.400 10.093 16.034 M
3 9 84.857 3.183 32.407 70.640 4.110 17.857 12.382 M
3 15 84.857 3.183 32.407 50.643 1.400 10.093 29.496 A
2 4 68.587 0.163 12.333 72.947 11.893 41.877 15.258 M
2 10 68.587 0.163 12.333 56.157 0.907 13.543 10.652 M
2 16 68.587 0.163 12.333 50.677 2.300 11.147 16.116 M
4 10 72.947 11.893 41.877 56.157 0.907 13.543 19.649 M
4 16 72.947 11.893 41.877 50.677 2.300 11.147 23.997 M
2 5 68.587 0.163 12.333 74.150 2.967 29.353 9.997 M
2 11 68.587 0.163 12.333 51.063 2.970 9.687 16.045 M
2 17 68.587 0.163 12.333 51.003 2.150 10.097 15.828 M
5 11 74.150 2.967 29.353 51.063 2.970 9.687 22.350 M
5 17 74.150 2.967 29.353 51.003 2.150 10.097 22.176 M
Media 64.004 4.081 19.633 57.636 5.672 17.000 19.465
o 15.701 3.744 13.018 12.517 4.507 10.136 9.927

GENOZ1: muestra; GENO2: valor contra el que se compara la muestra; L1,al y bl: valores de
luminosidad y coordenadas a y b de la muestra; L2, a2 y b2: valores de luminosidad y
coordenadas a y b del estandar contra el que se compara; DIF: diferencia (A:alta, M:media y B:

baja).

Correlaciones

En la figura seis se reportan las correlaciones de Pearson que presentaron

significancia (p<0.01), los cuadros que no muestran circulos presentaron
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(p>0.01), la intensidad del color y el tamafio del circulo son proporcionales a los
coeficientes de correlacion. Las ANTO se relacionaron negativamente con LEUT,
ZEAX, L, b*y C (figura 6). Las primeras dos correlaciones indican que a menos
LEUT y ZEAX, mas acumulaciéon de ANTO se presentara, permitiendo que estos
dos pigmentos de tipo carotenoide no fueran los més abundantes en los cuatros
tipos de maiz analizados (figura 5), como normalmente lo son en los maices de
grano amarillo. Las siguientes tres correlaciones muestran que una alta
concentracion de ANTO disminuye los valores de L, b* y C presentando granos
con luminosidades més cercanas a cero, de baja tonalidad amarilla y poca
saturacion, Salinas-Moreno et al. (2012) encontraron también correlaciones
negativas entre la L y el C con el contenido de ANTO, lo que indica que valores

bajos de L y C presentan mayores contenidos de ANTO.

La variable TRIP mostro correlaciones fuertes con LISI, LEUT, ZEAX y a*,
moderadamente fuertes con BCRI y C, y moderadas con PERI, todas las
anteriores positivas, y moderada pero negativa con h (figura 6). Las siete
primeras correlaciones revelan que a mas porcentaje de triptéfano se
incrementaran los valores y/o contenidos de estas variables en diferentes
proporciones, Gutiérrez et al. (2014) reportan una correlaciéon también fuerte y
positiva entre triptéfano y lisina, lo que indica que cuando uno de los dos

aminoacidos incrementa su porcentaje el otro también lo hara.

El aumento del porcentaje de TRIP en base al porcentaje de PERI se debe a que
estan relacionados, Gémez et al. (1996) atribuyeron la disminucion de TRIP en
tortillas con respecto al maiz entero utilizado en su elaboracion, por la pérdida de
PERI en el proceso de nixtamalizacion, lo que indica que el aminoacido se
encuentra presente en esta estructura del grano. El aumento de los carotenos en
porcién al porcentaje de TRIP se debe al incremento del aminoacido en las
diferentes retrocruzas que involucran al donador amarillo. Por su parte los maices
con tonalidades rojas y de colores mas puros fueron los de mas porcentaje de
TRIP, los genotipos con mejor contenido de TRIP presentaron tonos mas

cercanos a cero, lo que sugiere que en maices mas cercanos a colores morados
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Figura 6. Correlacién entre variables fisicas y quimicas de los diferentes
genotipos.

es mejor su contenido de TRIP.

LISI correlacion6 de manera positiva y moderadamente fuerte con PROT, LEUT,
ZEAX, a*y C, y de forma moderada con PERI. Gutiérrez et al. (2014) encontro
una correlacion similar entre PROT y LISI, indicando que el incremento de LISI
aumento la PROT, sin embargo hay que tomar en cuenta el indice de calidad.
Los niveles de LISI también aumentaron en las retrocruzas donde se involucr6 al
donador cuatro, propiciando la correlacion donde se aumenta el contenido de
LEUT y ZEAX. Los maices con presencia de tonalidades rojas (a*) y con mas C

aumentaron sus niveles de lisina.
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El porcentaje de PROT correlaciono moderadamente fuerte con PERI y a*, y de
forma moderada con EVIT, en los tres casos positivamente, con el EHAR
presento una conducta moderada pero negativa (figura 6). Los maices con alto
porcentaje de PERI presentaron mas PROT, resultado que concuerda con los de
Vazquez et al. (2003). Los maices de tonalidades mas rojas exhibieron un
aumento en el contenido de PROT, este incremento se debe a un incremento en
la proporcion de EVIT, de acuerdo con (Agama-Acevedo et al. (2013) los granos
con mas proporcion de EVIT presentan mas PROT que los granos con mayores

porciones de EHAR.

De forma general todos los carotenoides se correlacionaron de manera positiva
con formas de moderadamente fuerte a muy fuertes, correlaciones positivas entre
la mayoria de las combinaciones han sido reportadas con anterioridad en maices
PROA (Muzhingi et al., 2016; Suwarno et al., 2019; Suwarno et al., 2014), el Unico
arreglo de todos los carotenos que no presento significancia (p<0.01) en la
correlacion (figura 6) fue ZEAX y TREC, sin embargo correlaciones positivas y
significativas entre estos dos carotenos se han reportado antes (Muzhingi et al.,
2016; Suwarno et al., 2014). LEUT y ZEAX también correlacionaron de una forma
fuerte con b* y el C, y moderadamente fuerte con a*, lo que indica que maices
con mas contenido de estos dos carotenos presentan un aumento en los valores
de estas variables, reduciendo asi el contenido de ANTO en los genotipos con
esta combinacion de resultados, caso contrario encontr6 Lozano-Alejo et al.
(2007) quienes reportan correlaciones negativas entre ZEAX vy, el valor de b* y
C. El caroteno BCRI presentd correlaciones moderadamente fuertes con el EHAR
(negativamente) y con el EVIT (positivamente), sugiriendo que un alto porcentaje
de EVIT mejora el contenido de BCRI, este resultado se debe a que el 75% de
los carotenos se presentan en el endospermo vitreo (Garcia-Lara et al., 2019),

resultado que da esta correlacion.

El isdbmero TREC exhibio correlaciones moderadamente fuertes y negativas con
el EHAR y luminosidad, negativas pero moderadas con b*y C, y fuerte con EVIT.

La correlaciébn con el EVIT sugiere que, a mas cantidad de este tipo de
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endospermo la cantidad del caroteno se incrementara, caso contrario pasa con
el EHAR. Los maices que presentan valores mas cercanos de cero en
luminosidad, b* y croma aumentaron la cantidad del isdmero. Los BCAR y la
PROA indicaron correlaciones moderadamente fuertes con el EHAR
(negativamente) y con el EVIT (positivamente), y de manera moderada pero
negativa con luminosidad, en el primer caso el aumento de ambos componentes
se debe a la presencia de estas moléculas principalmente en el EVIT, este mismo
caso paso con NUEC, y de manera viceversa en el endospermo harinoso. En
general la correlacion negativa de los carotenos promotores de PROA con L
permitiria seleccionar granos con mas presencia de estos compuestos y con alto
contenido de ANTO, ya que los bajos rangos de L se correlacionan con la
acumulacion de estos pigmentos, dando soporte a la propuesta planteada
anteriormente de generar materiales que conjunten los beneficios de las

antocianinas y los carotenos.

La estructura del PEDI mostro correlaciones moderadas con PERI y EVIT
(negativas), y con el EHAR y h (positivas), asimismo indico una correlacién
moderadamente fuerte pero negativa con el GERM y positivamente con L. El
aumento del porcentaje del PEDI disminuye la cantidad de PERI y EVIT, contrario
a esto el EHAR se aumenta conforme aumenta el pedicelo. Vazquez et al. (2003)
reportaron una correlacién positiva entre el Pedi y el PERI, la discrepancia en
esta correlacién posiblemente se debe a menos muestras analizadas. Maices de
dureza suave (mas harinosos) también han presentado incremento del
porcentaje de PEDI (Salinas-Moreno y Aguilar-Modesto, 2010). Las correlaciones
gue tienen que ver con los valores del color (h y L) tienden a aumentar sus rangos
al presentar los granos h mas claros en el PEDI (Salinas et al., 2012), y el PEDI

al carecer de pigmentos produce un aumento de estas dos variables.

La variable PERI formo correlaciones moderadamente fuertes con el EHAR, Ly
EVIT, las primeras dos fueron negativas y la dltima positiva, al mismo tiempo
también presento correlaciones fuertes con a* (positivamente) y con h

(negativamente). Los maices con menos porcentaje de EHAR presentaron un



69

incremento en el porcentaje de PERI, Vazquez et al. (2003) también reportaron
una correlacion negativa entre estas dos variables. Los maices con valores mas
bajos de L y h, presentaron niveles mas altos de PERI, la correlacion positiva con
el valor a* muestra que el incremento del porcentaje de PERI se relaciona con
una tendencia hacia el rojo, lo que explica la presencia de antocianinas en el

pericarpio de los granos magenta.

El EHAR produjo correlaciones del siguiente tipo muy fuerte pero negativa con
EVIR, fuerte y positiva con L, moderadamente fuertes con a* (negativa) y con h
(positiva), y moderada con la coordenada b*. La disminucion de la parte harinosa
con respecto a la cornea se debe a que los maices analizados son muy duros,
este mismo resultado fue informado por Salinas-Moreno y Aguilar-Modesto
(2010). Las correlaciones positivas con los parametros de L, h y b*, indican que
el incremento de la fraccidon harinosa del endospermo producird granos mas
blancos y con tonalidades que tiendan hacia el color amarillo, mientras que con
la disminucién de a* tenderan los granos hacia una coloracion rojiza pero mas

tenues, al ser una correlacion negativa.

Las correlaciones entre L, b*, h'y C (figura 6), muestran que estan relacionadas
con el porcentaje de EVIT de manera negativa, mientras que a* lo hace
positivamente. Las primeras tres correlaciones indican que con altos niveles de
este tipo de endospermo los maices mostraran tonalidades mas obscuras,
colores amarillos con valores cercanos a cero, y coloraciones mas tenues. Caso
contrario sucedié con la variable a* donde las tonalidades sugieren el aumento
de los colores rojos. Para el caso de L presento Unicamente correlaciones
positivas de fuertes a muy fuertes, lo que sugiere que los maices con tonalidades
mas claras, presentan coloraciones que tienden hacia el amarillo y con colores
mas puros. La coordenada a*, correlaciond muy fuertemente, pero de manera
negativa con el h, lo que explica la apreciacion de colores rojos en los granos,
cuando disminuyen los grados de h acercandolos a tonalidades moradas. El
incremento de los valores de b* propicia el incremento de colores mas puros,

como lo muestra la correlacién entre b*y C.
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Caracteres Vegetativos y Agrondmicos

En el andlisis de varianza se presentaron diferencias significativas (p<0.01) en el
ACAT (cuadro 13), para tipos como para genotipos dentro de tipos, por la
diferencia entre los materiales evaluados, el alto coeficiente de variacion en la
variable se debe a que no presenta una distribucion normal. Los criollos,
donadores, RCOF1 y RC1F1 fueron estadisticamente iguales (p<0.01), el
porcentaje mas bajo de ACAT lo presento el tipo testigos (cuadro 15), a pesar de
ser iguales estadisticamente los tipos de interés, se muestra una disminucion del
porcentaje de acame de 37.6% en las RC1F1 en comparacion con los criollos, y
del 21.5% entre RC1F1 con RCOF1, Ramirez et al. (2003) reportan también una
disminucion del porcentaje de acame entre las RC1F1 y, sus RCOF1l y
progenitores recurrentes, lo que atribuyen a la disminucion de ALMZ, sin
embargo nuestros resultados indican que la ALMZ entre criollos y RC1F1 fueron
iguales estadisticamente, la disminucion del ACAT se debe al incremento del
diametro del tallo, variable que no se tomo, pero se aprecié en campo. También
se presentaron las RC1F1 (13 y 14) que mostraron menos porcentaje de acame

en comparacion son su progenitor recurrente.

En ALMZ y ALPT se presentaron diferencias significativas para los tipos y para
genotipos dentro de tipos (cuadro 13), diferencias que son notables por la
variacion de los materiales empleados en las diferentes cruzas. La prueba de me
dias indica que las RC1F1 y los criollos fueron estadisticamente iguales, el tipo
criollos presento los genotipos mas altos y los donadores fueron los de menor
porte. A pesar de este agrupamiento estadistico entre criollos y RC1F1 se nota
una discrepancia entre las medias de los genotipos que conforman estos dos
tipos, lo que resulta en una disminucion en promedio del 6.5% de ALPT y 5.5%
en ALMZ en las RC1F1 en comparacion con sus donadores recurrentes.
Resultados similares sobre la disminucion de la ALMZ y ALPT en maices criollos
retrocruzados (3/4 criollo, 1/4 mejorado) se han reportado con anterioridad
(Marquez et al., 1999; Marquez at al., 2000; Ramirez et al., 2003; Sahagun et al.,
2008).



Cuadro 13. Cuadrados medios y significancias del andlisis de varianza para caracteres vegetativos y agronémicos.

EV GL ACAR ACAT ALMZ ALPT FLFE FLMA ASFL

% % cm cm d d d
REP 2 16.57"s 26.12 s 169.13 s 46.86 s 151" 0.60"s 0.21ms
TIPO 4 16.46 " 208.67 ** 12021.63 ** 11762.54 ** 63.76 ** 54.44 ** 7.02 **
GIT 15 24 .55ns 81.82 ** 955.61 ** 1086.62 ** 35.11 * 19.92 ** 3.76 **
ER 38 13.36 27.41 123.73 297.55 1.02 0.86 0.28
CV % 142.32 63.09 7.74 6.73 1.68 1.55 146.06

FV: fuentes de variacion; REP: repeticion; G/T: genotipos(tipos); ER: error; GL: grados de libertad; ACAR: acame de raiz; ACAT: acame de tallo;
ALMZ: altura de mazorca; ALPT; altura de planta; FLFE: floracion femenina; FLMA: floracion masculina; ASFL: Asincronia floral; **: significativo al
0.01 de probabilidad; "s: no significativo.

Cuadro 14. Cuadrados medios y significancias del andlisis de varianza para caracteres agronomicos.
EV  GL MAPA REN_D
t hat
REP 2 7.90"  0.22ns
TIPO 4 247.05* 50.29**
G/IT 13 66.47*  5.99*
ER 34 16.35 0.34
CV % 10.46 8.30

FV: fuentes de variacién; REP: repeticion; G/T: genotipos(tipos); ER: error; GL: grados de libertad; MAPA: nimero de mazorcas por parcela; REND:

rendimiento; **: significativo al 0.01 de probabilidad; "s: no significativo.

TL
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Se presentaron diferencias significativas para la FLMA y FLFE (p<0.01), dentro
de los tipos y los genotipos anidados en tipos (cuadro 13), el tipo testigos fue el
grupo mas precoz (cuadro 15), al ser materiales mejorados y estables, los mas
tardios fueron los del tipo criollo, a pesar de ser los mas tardios ambos materiales
se consideran como maices intermedios de acuerdo al numero de dias
transcurridos desde la siembra hasta la fecha de floraciéon masculina y femenina
en su area de adaptacion (SNICS-SAGARPA, 2014). Se presentaron RCOF1 con
una disminucion de los dias a FLMA y FLFE, con resultados similares a los de
testigos. Espinosa et al. (1997) y Espinosa et al. (2000) lograron disminuir en
algunas cruzas el numero de dias a floracion masculina en cruzas de variedades

nativas de valles altos con hibridos de esa misma adaptacion.

Las RC1F1 presentaron una disminucion en el numero de dias a FLMA (3.61
dias) y FLFE (2.11 dias) en comparacion con sus progenitores recurrentes
(cuadro 15), con excepcion del genotipo 15 que presento un aumento en el
namero de dias a floracion. El método de retrocruza limitada también ha ayudado
a incrementar la precocidad masculina y femenina en ciertas razas de maiz en
estado RC1F7 (Barrera et al., 2005).

La ASFLI mostro diferencias significativas (p<0.01) en los tipos y genotipos dentro
de tipos (cuadro 13), en general el desfase por notorio por ASFL se presento en
el tipo donadores (cuadro 15), este fendmeno se atribuye a la falta de adaptacion
de los materiales donantes al clima de evaluacion (figura 7), de acuerdo a Paliwal
et al. (2001) las temperaturas que no corresponden al rango de adaptacion del
genotipo producen efectos negativos sobre él, lo que origino que no se presentara
la formacion de grano en estos materiales. Los tipos que presentaron medias con
menos ASFL fueron los testigos y las RC1F1 (cuadro 15), al ser estadisticamente
iguales. La ASFL es una caracteristica indeseable en los materiales modernos
donde se busca un comportamiento homogéneo en las variedades, al disminuir

este caracter se propician mejores caracteristicas en las poblaciones.

La variable MAPA muestra diferencias significativas (p<0.01) en los tipos y

genotipos anidados en tipos, indicando que no todos los genotipos producen la



Cuadro 15. Medias de caracteres vegetativos y agronémicos, de los diferentes tipos y genotipos evaluados.

Genotipo TIPO ACAR ACAT ALMZ ALPT FLFE FLMA ASFL

1 Criollo 2.78 13.20 160.50 277.83 63.33 63.67 -0.33

2 Criollo 3.47 13.89 186.17 286.83 63.67 62.00 1.67
Promedio 3.13a 1354a 173.33 a 282.33 a 63.5a 62.83 a 0.67 b

3 Donador 0.69 * 18.06 67.50 * 152.67 * 63.67 61.00 2.67

4 Donador 0.00 * 0.69* 135.33 24450 * 52.00 * 53.00 * -1.00*

5 Donador 6.94 3.47* 65.83 * 190.00 * 67.67 63.67 4.00
Promedio 2.55 a 741 a 89.556 d 195.72 ¢ 6111 b 59.22 ¢ 1.89a

6 RCOF1 0.69 * 15.97 172.83 284.17 60.00 59.67 0.33

7 RCOF1 2.08 6.94 153.33 260.50 57.67 * 57.33 * 0.33

8 RCOF1 2.08 6.25* 154.67 272.17 58.00 * 58.67 * -0.67*

9 RCOF1 5.56 15.97 169.83 288.83 61.00 60.33 0.67

10 RCOF1 2.08 6.25* 148.67 255.83 56.00 * 56.00 * 0.00 *

11 RCOF1 3.47 13.19 139.67 261.67 60.67 60.00 0.67
Promedio 255 a 10.76a 156.50 b 270.53 a 58.89 ¢ 59.22 ¢ 0.22 bc

12 RC1F1 0.00 * 12.50 164.67 281.00 60.67 61.33 -0.67 *

13 RC1F1 0.69 * 2.08 * 160.17 268.67 60.00 60.67 -0.67*

14 RC1F1 0.69 * 4.86* 153.50 269.17 62.33 62.33 0.00 *

15 RC1F1 2.78 9.03 157.33 270.83 65.00 65.00 0.00 *

16 RC1F1 6.94 15.28 178.33 266.83 61.00 60.00 1.00

17 RC1F1 9.72 6.94 159.17 269.00 59.33 59.33 0.00 *
Promedio 3.47 a 8.45a 162.19 ab 270.92 a 61.39 b 59.22 b -0.06 c

18 Hibrido 0.00 * 0.00* 122.33* 237.17* 55.33 * 56.00 * -0.67*

19 Hibrido 0.00 * 0.69 * 106.83 * 235.17 * 56.33 * 56.33 * 0.00 *

20 Hibrido 0.69 * 0.69 * 116.33 * 246.83 57.67 * 57.67* 0.00 *
Promedio 0.23 a 0.46 b 115.17 c 239.72 b 56.44 d 56.67 d -0.22 ¢
Media 2.56 8.29 143.65 255.98 60.06 59.70 0.36
Tukey 4.68 6.704 14.24 22.09 1.30 1.19 0.69
EE 0.52 0.94 4.37 4.60 0.48 0.39 0.16

Medias con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); ACAR: acame de raiz; ACAT: acame de tallo; ALMZ: altura de mazorca;
ALPT; altura de planta; FLFE: floracion femenina; FLMA: floracién masculina; ASFL: Asincronia floral; * valores menores a la media menos dos
veces el error estandar; EE: error estandar.

€L
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Figura 7. Reporte meteoroldgico de agosto de 2018 de la estacion experimental
de Agua Fria

misma cantidad de mazorcas. La mejor produccion de mazorcas se dio en el tipo
donadores y testigos, mientras que criollos, RCOF1 y RCI1F1 fueron
estadisticamente iguales (p<0.05) pero con menos numero de mazorcas, lo
anterior se debe a que los primeros dos tipos son materiales mejorados que
carecen de plantas jorras. También se observa una diferencia numérica entre los
tipos con menos namero de mazorcas, en promedio las RCOF1 produjeron tres
mazorcas mas que los criollos, bajando el numero de plantas jorras, pero este

vuelve a aumentar al realizar la primer retrocruza (cuadro 16).

A pesar de este resultado por tipos, se observan genotipos (7, 8 y 13) que
producen un nimero de mazorcas por encima de la media mas dos veces el error
estandar, resultado que se relaciona con el aumento de rendimiento (cuadro 16)
y la disminucion de los porcentajes de acame de raiz y tallo (cuadro 15). Otra
explicacion al bajo niumero de mazorcas en las cruzas y retrocruzas son la
presencia de altas temperaturas provocadas por la canicula que coincidieron con
la floracién de todos los materiales, disminuyendo la viabilidad del polen y por
ende la disminucién de fertilizaciébn de las mazorcas (figura 7). Paliwal et al.,

(2001) mencionan que ambientes calidos y secos, deshidratan los estambres de-
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Cuadro 16. Medias de caracteres agronomicos, de los diferentes tipos y
genotipos evaluados.
Genotipo Tipo MAPA REND
1 Criollo 39.67 6.28
2 Criollo 29.00 3.97
Promedio 34.33 b 5.13 d
4 Donador 47.00 * 9.24 *
Promedio 47.00 a 9.24 b

6 RCOF1 36.33 7.85 *
7 RCOF1 46.67 * 8.57 *
8 RCOF1 41.00 * 8.04 *
9 RCOF1 36.00 5.44
10 RCOF1 33.67 6.19
11 RCOF1 32.00 4.70
Promedio 37.61 b 6.80 C
12 RC1F1 38.33 6.66
13 RC1F1 41.67 * 7.44
14 RC1F1 31.67 5.15
15 RC1F1 31.00 4.06
16 RC1F1 35.00 4.95
17 RC1F1 38.00 5.65

Promedio 3594 b 5.65 d
18 Hibrido 46.33 * 11.30 *
19 Hibrido 46.00 * 9.35 *
20 Hibrido 46.33 * 11.82 *
Promedio 46.22 a 10.82 a

Media 38.65 7.04
Tukey 6.26 0.90
EE 0.92 0.32

Medias con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); MAPA: mazorcas por
parcela; REND: rendimiento; * valores superiores a la media mas dos veces el error estandar;
EE: error estandar.

-teniendo el crecimiento del tubo polinico y la fertilizacion.

Se presentaron diferencias significativas (p<0.01) para el rendimiento entre tipos
y genotipos dentro de tipos (cuadro 14), por la diferencia marcada de los
materiales, y posiblemente a la heterosis y heterosis residual que se produjo en
las diferentes cruzas y retrocruzas. El mejor rendimiento lo presento el tipo
testigos por ser hibridos, presentando en su mayoria componentes de
rendimiento deseables en comparacion con los criollos y materiales segregantes
(cuadro 18). Aungue no se tienen los datos de todos los donadores, se puede

realizar una comparacion de los progenitores recurrentes, su cruza original
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(RCOF1) y sus retrocruzas. El tipo RCOF1 presento una diferencia significativa
(p<0.05) de 33 y 20% mas rendimiento en comparacién con los criollos y RC1F1
respectivamente, Ramirez et al. (2003) reportaron un comportamiento similar
donde las RCOF1 mostraron un mas rendimiento en comparacion con la media
de los padres, Hameed et al. (1994) también informaron que la RCOF1 supero el
rendimiento de la RC1F1.

Las RC1F1 y los criollos presentaron un rendimiento estadisticamente igual,
aunque el primero grupo supero numeéricamente en 10% al segundo, lo que
significa media tonelada mas en produccion de grano, este resultado indica que
se presentd el fendmeno de heterosis residual en la mayoria de las RC1F1 con
excepcion del genotipo 14, Marquez (1990) informo que la heterosis para la
variable rendimiento en retrocruzas se presenta de forma negativa cuando la
dominancia es parcial. La presencia de heterosis residual da pauta a mejorar las
poblaciones que se han formado, a fin de avanzarlas filialmente mas

generaciones con el propdsito de recombinar y aumentar los alelos favorables.

Con base en estos resultados, se observa que en general las medias de las
RC1F1 del criollo uno, presentan un mejor rendimiento que las que involucran al
criollo dos, ratificando aun mas las propuestas anteriores sobre la formacion de
patrones heteréticos que involucren a los maices con antocianinas en el
pericarpio y aleurona como hembra, al mostrar un mejor rendimiento se obtendria
mas cantidad de semilla, pero se deben hacer las cruzas de prueba para observar
le presencia de heterosis entre las diferentes retrocruzas. La introduccion de
germoplasma diferente al de la region de interés, como aqui se hizo al utilizar dos
donadores subtropicales, abre la posibilidad de utilizar nuevos patrones
heteréticos que ayuden a mejorar el rendimiento y otros caracteres de interés

(Hernandez y Esquivel, 2004).

Caracteres de la Mazorca
El analisis de varianza realizado a las diferentes variables tomadas a la mazorca

mostro diferencias significativas (p<0.05) en las repeticiones para LOMA Yy PEGR,
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en PEGR también se presentaron diferencias, pero con diferente nivel de
significancia (p<0.01). Para los tipos y genotipos anidados en tipos la mayoria de
las variables mostraron diferencias significativas (p<0.01), con excepcion de
PECG que no mostro diferencias significativas en los genotipos anidados en tipos
(cuadro 17). Las diferencias mostradas se deben a la variabilidad de los

materiales.

El mejor PMAZ lo obtuvo el tipo testigos, por ser materiales mejorados (hibridos).
Al igual que en REND, el tipo RCOF1 presento pesos superiores de mazorca de
18.9% y 12.8%, en los tipos criollo y RC1F1 respectivamente, de forma
significativa (p<0.05), sugiriendo la presencia de heterosis entre las cruzas. Estos
dos ultimos tipos mostraron ser estadisticamente iguales, pero con una diferencia
numérica del 16.5%, superando las RC1F1 a los criollos, lo que apunta a la
presencia de heterosis residual en las RC1F1. Zamudio-Gonzalez et al. (2015)
encontraron diferencias significativas (p<0.01) entre los pesos de mazorca de 11
genotipos de maiz, sin embargo los cinco tipos aqui estudiados mostraron
medias superiores a las reportadas por estos autores. Las medias de los
genotipos que presentaron valores por encima de la media mas dos veces el error
estandar, fueron los genotipos con mas REND, lo que indica que el PMAZ mejora
el REND de grano, Martinez-Vidal et al. (2001) mencionan que la variable PMAZ

es de las que mas contribuye a explicar el rendimiento.

La diferencia entre repeticiones para LOMA, se debe a que las poblaciones no
son uniformes, exceptuando a los donadores y testigos, o a la interaccion de la
variable con el ambiente; de acuerdo a Zamudio-Gonzalez et al. (2015) los
factores genéticos y agrondmicos sobre el cultivo, afectan la longitud de mazorca.
La LOMA varié en los tipos de 15.10 a 16.54 cm y el NGRH oscilo entre 28.80 y
32.56 (cuadro 18), Martinez at al. (2010) indican que la longitud de la mazorca y

el niumero de granos por hilera estan altamente correlacionados.

Pecina et al. (2011) reportaron valores mas bajos en las medias de LOMA y
NGRH en maices del trépico seco evaluados en ambientes contrastantes. Los

tipos criollos, RCOF1 y RC1F1 presentaron las mazorcas mas largas, con una
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longitud estadisticamente similar (p<0.05), y por ende el mejor NGRH, en esta
ultima variable los tipos donadores fueron estadisticamente iguales (p<0.05) que
los tres tipos antes mencionados, este resultado se debe a la presencia de granos
mas chicos permitiendo acomodar mas granos en menos espacio, esto se
corrobora con el PECG al quedar catalogados como maices de grano pequefio
(Salinas y Vazquez, 2006).

De forma general todas las RCOF1 y RC1F1 donde intervino el genotipo uno
redujeron la LOMA, siendo mas notorio en las RCOF1, porque en las RC1F1 los
tamafos de mazorca vuelven a aumentar pero sin alcanzar la media del criollo,
de acuerdo a Ramirez et al. (2003) la retrocruza tiende a parecerse al progenitor
recurrente. Caso contrario sucedié con las RCOF1 del genotipo dos, donde se
incrementd el tamafio de la mazorca y se redujo en RC1F1. Respecto al DIMA,
las mazorcas mas gruesas corresponden a los testigos (4.92 cm) que presentan
el mas NUHI, mientras que las méas delgadas correspondieron al tipo criollos (3.97

cm) con el menos NUHI (cuadro 18).

Los caracteres DIMA y NUHI presentan una alta correlacion positiva al medir el
mismo caracter (Martinez et al., 2010). El tipo RCOF1 presento mas DIMA que el
tipo criollos, lo que indica que las mazorcas fueron 10% mas gruesas, e
incrementaron en promedio 1.7 mas hileras (cuadro 18), por su parte los tipos
criollos y RC1F1 fueron estadisticamente similares (p<0.05), sin embargo, hay
una diferencia numérica del incremento del DIMA en 4% en las RC1F1 sobre los
criollos, representando el incremento promedio de 0.61 hileras. Hernandez y
Esquivel (2004) al cruzar diferentes razas con lineas elite reportaron en promedio
diametros y nameros de hileras superiores a las que presentan los materiales
agui evaluados, sin embargo no muestran los datos de los progenitores para
poder realizar una comparacibn mas sustancial. Estas dos caracteristicas
explican el incremento del rendimiento en las RCOF1 y su disminucion al pasar a
RC1F1, siendo las variables que expresan la heterosis y heterosis residual. La
seleccion de familias en estado RC1F2 con un més NUHI favoreceréa el

incremento del REND mas que la seleccion de mazorcas grandes.



Cuadro 17. Cuadrados medios y significancias de los andlisis de varianza para las variables de mazorca.

=¥ GL PMAZ LOMA DIMA NUHI NGRH NGRM PODE PEGR PECG DIOL
g cm cm % g g cm

REP 2 134.15" 0.77° 0.02"s  0.32" 1.25™ 687.96" 4.16** 126.75* 2.26" 0.022"
TIPO 4 3886.37" 4.15* 1.23* 31.66* 12.48** 28526.77* 4.76** 2852.39** 18.68" 0.440**
GIT 13 400.37" 1.47* 0.09* 2.19* 11.28* 2718.75** 2.43** 280.78**  5.43" 0.057*
ER 34 52.73 0.20 0.02 0.16 1.50 367.32 0.81 36.59 4.91 0.012
CV % 4.84 2.82 3.29 3.30 3.91 4.94 1.04 4.70 6.58 4.49

FV: fuentes de variacion; REP: repeticiénes; G/T: genotipos(tipos); ER: error; CV: coeficiente de variacion; GL: grados de libertad; PMAZ: peso de
mazorca; LOMA: longitud de mazorca; DIMA; diametro de mazorca; NUHI: nimero de hileras por mazorca; NGRH: nimero de granos por hilera;
NGRM: niimero de granos por mazorca; PODE: porcentaje de desgrane; PEGR: peso de grano por mazorca; PCGR: peso de cien granos; DIOL:
diametro de olote; *: significativo al 0.05 de probabilidad; **: significativo al 0.01 de probabilidad; "s: no significativo.

YA



Cuadro 18. Comparacion de medias para las variables tomadas a la mazorca de los diferentes genotipos.

GenotipoTipo PMAZ LOMA DIMA NUHI NGRH NGRM IDGR PEGR DIOL PECG

1 Criollo  138.28 17.61* 3.96 11.07 32.47* 359.93 85.27 118.02 2.07 34.09

2 Criollo  120.39 15.47 3.99 10.20 29.17 299.60 85.03 102.55 2.22 30.55
Promedio 129.33 ¢ 16.54a 3.97 ¢10.63 d 30.8la 329.77 ¢ 85.15ab 110.28 ¢ 2.15 ¢32.32 ab

4 Donador 151.01 15.26 458* 13.87* 28.80 399.40 84.24 126.74 2.73* 30.30
Promedio 151.01 b 1526 b 457 b 13.86 b 28.80 b 399.40 b 84.24 b 126.73 b 2.73a 30.30 b

6 RCOF1 166.59* 16.31 4.44* 12.60 34.17* 429.40* 86.77* 144.54* 2.40 34.41*

7 RCOF1 155.89* 16.41 4.37 12.93* 31.37 404.87* 84.98 132.53 2.56* 34.13
8 RCOF1 167.05* 16.75* 457 13.33* 30.90 409.80* 86.65* 144.92* 2.47 35.92*

9 RCOF1 142.00 16.17 4.32 11.60 34.27* 398.20 87.93* 124.78 2.30 33.14

10 RCOF1 151.66 16.89* 4.21 12.27 34.10* 415.07* 86.09 130.76 2.42 34.02

11 RCOF1 139.53 16.18 4.35 11.27 30.57 342.27 86.59* 120.56 2.50* 35.12
Promedio 153.78 16.45a 4.37 b 1233 ¢ 32.56a 399.93 86.50a 133.01 b 2.44 b 34.46 ab

12 RC1F1 142.85 16.59* 4.20 11.40 34.00* 390.27 86.89* 124.39 2.24 32.86
13 RC1F1 143.07 17.12* 4.11 11.60 30.90 358.07 85.50 122.58 2.28 35.02*
14 RC1F1 145.04 17.59* 4.08 12.60 30.43 381.73 85.67 124.46 2.36 34.99*
15 RC1F1 123.30 15.48 4.14 10.47 29.43 308.40 86.04 106.08 2.37 35.42*

16 RC1F1 128.04 15.97 3.97 10.47 31.37 329.00 85.54 109.56 2.29 33.05
17 RC1F1 135.19 16.09 4.22 10.93 30.10 330.27 85.57 115.77 2.45 35.12*
Promedio 136.24 c¢ 16.47a 4.12 c 11.24 d 31.03a 349.62 c¢85.87a 117.13 c 2.33 b 34.41 a

18 Hibrido 186.86* 14.59 5.00* 15.80* 29.47 462.20* 84.00 157.18* 2.73* 32.52

19 Hibrido 164.89* 15.64 451* 14.00* 34.20* 477.80* 86.98* 143.44* 2.45 31.01
20 Hibrido 194.80* 15.08 5.27* 16.20* 29.53 477.60* 85.71 166.86* 3.03* 34.52*
Promedio 182.18a 15.10 b 4.92a 15.33a 31.06a 472.53a 85.57ab 155.82a 2.74a 32.68ab

Media 149.80 16.17 4.35 12.36 31.40 387.43 85.86 128.65 2.44 33.68

Tukey 11.23 0.70 0.22 0.63 1.90 29.66 1.39 9.36 0.16 3.43

EE 2.82 0.12 0.04 0.23 0.29 7.55 0.17 2.40 0.03 0.33

Medias con letras iguales son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05); PMAZ: peso de mazorca; LOMA: longitud de mazorca; DIMA; diametro de
mazorca; NUHI: numero de hileras por mazorca; NGRH: nimero de granos por hilera; NGRM: nimero de granos por mazorca; PODE: porcentaje
de desgrane; PEGR: peso de grano por mazorca; PCGR: peso de cien granos; DIOL: diametro de olote; * valores superiores a la media mas dos
veces el error estandar; EE: error estandar.
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El incremento y disminucion de las cuatro variables anteriores fueron las
responsables directas de afectar el NGRM y el PEGR. El NGRM presenta
correlaciones significativas de moderadamente fuertes a muy fuertes con LOMA,
DIMA, NUHI y NGRH (Martinez et al., 2010), sin embargo la que més incremento
el numero de granos para este caso fue el incremento del NUHI.
Estadisticamente el tipo RCOF1 fue superior a los tipos criollos y RC1F1, mientras
gue estos ultimos dos tipos fueron iguales (p<0.05) para las variables NGRM y
PEGR, a pesar de ser semejantes estadisticamente estos tipos las RC1F1
presentaron en promedio 19.8 y 6.85 g mas por mazorca que los criollos,
permitiendo un mejor REND de las RC1F1 sobre los criollos. A pesar de esto, la
mayoria de los materiales evaluados presento medias superiores en NGRM que

los resultados de Pecina et al. (2011) en maices del tropico seco.

El IDGR presento diferencias estadisticas significativas (p<0.01) entre las
repeticiones, esta variable es afectada por la interaccion genotipo ambiente
(Pecina et al., 2011), generando diferencias entre las repeticiones. El tipo
donadores presento el porcentaje mas bajo de IDGR, mientras que las RCOF1
obtuvieron el mejor IDGR (cuadro 16) al presentar granos mas grandes que los
donadores, los IDGR mayores a 85% en maiz influyen de manera positiva en el
en el REND (Pecina et al., 2011), los resultados sugieren que en general todas
las RC1F1 cumplen con este pardmetro y es superior al de los testigos. Los DIOL
fueron estadisticamente iguales (P<0.01) en las RCOF1 y RC1F1 con diferencias
sobre el tipo criollo de 16 y 8% mas DIOL respectivamente, el incremento del

didmetro se relaciona con el incremento del NUHI.

A diferencia del P100 de semillas netamente de los diferentes tipos (semilla
original), en el ensayo de rendimiento se produjeron polinizaciones libres en
todos los materiales modificando los datos sobre PECG. Los resultados en
general mostraron menos PECG, pero con menos variabilidad entre los datos, el
mejor P100 se debe a que los materiales se produjeron en el ciclo de invierno
donde se alarga el ciclo del cultivo por la presencia de temperaturas mas frescas

durante un periodo mas largo de acumulacion de fotosintatos, Pecina et al.,
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(2011) mencionan que esta variable también es afectada por el ambiente. Los
resultados de PECG presentaron mas repeticiones acercando los resultados a

valores mas reales.

Los tipos con los mejores PECG de acuerdo a la prueba de medias lo mostraron
RC1F1, criollos, RCOF1 y testigos, sin embargo, se nota una marcada diferencia
numerica entre las medias de los genotipos ahi agrupados, los granos con menos
peso fue el tipo donador. De acuerdo a la clasificacion de Salinas y Vazquez
(2006) los tipos RCOF1 y RC1F1 presentan granos medianos, con excepcion de
los del genotipo 12 que se clasifican como pequefios. La diferencia entre los
genotipos, se debe también a la segregacion que aun existe en los materiales, la
prueba se puede realizar en generaciones mas avanzadas cuando las

poblaciones se encuentren mas homogéneas.

Diversidad Genética

Se identificaron 35,054 marcadores SNP’s, todos estos marcadores
codominantes fueron sometidos a un exigente filtrado de calidad, primeramente,
fueron eliminados los marcadores monomorficos, también fueron utilizados los
coeficientes de llamada de SNPs y la Reproducibilidad o Consenso entre los
datos generados para una muestra y su réplica. Asi, fueron seleccionados un
total de 29,625 marcadores polimoérficos por SAGA. Los marcadores reportados
mostraron una reproducibilidad de 96.40% entre las muestras réplicadas, y
87.97% en promedio de tasa de llamada, de los 29,625 SNP’s identificados el

82.03% mostro una tasa de llamada 276% (figura 8).

Todos los marcadores SNP’s mostraron valores de PIC entre 0.0 y 0.50, los
grupos con rangos entre 0.35 y 0.50 agruparon el 63% de los marcadores
identificados, el resto de las clases presento valores muy cercanos entre 5y 9%
con excepcion del grupo de 0.15-0.20 que unicamente exhibié el 2% del total de

marcadores (figura 8).
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Figura 8. Distribucion de pardmetros de calidad de los marcadores SNP’s.

La tasa de heterocigocidad esperada (He), es la proporciébn esperada de
individuos heterocigotos en un grupo de datos que cumpla los lineamientos del
equilibrio Hardy-Weinberg (Isik et al., 2017). La variable obtuvo un valor promedio
en los genotipos de 0.299% (cuadro 19), sin embargo, este parametro de
diversidad no es util en poblaciones utilizadas para el mejoramiento genético,

donde se practica la seleccién artificial de individuos.

La heterocigosidad observada (Ho) es la proporcion de individuos heterocigotos
en la poblacion bajo estudio, el empleo de este pardmetro es para definir la
variacion genética (Isik et al., 2017). La media de Ho fue de 0.378 (cuadro 19), el
valor mas bajo lo presento el progenitor cinco que es una linea endogamica y el
mas alto el genotipo 15 que es una RC1F1 (cuadro 19). Los valores més alejados
de cero en los donadores restantes en comparacion con el anterior se deben, a
que la linea 18(19) aun esta en S3 y a que una variedad de polinizacion libre co-
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Cuadro 19. indices de diversidad genética para los 17 genotipos secuenciados.

Gpo He Ho Ae Shannon Alra %NA Grou
0.242 0.281 1.319 0.586 261.169 0.083
0.385 0.520 1.625 0.827 513.802 0.029
0.159 0.174 1.189 0.427 198.368 0.166
0.338 0.431 1511 0.752 430.440 0.050
0.042 0.043 1.044 0.151 86.176 0.303
0.342 0.437 1519 0.757 417.000 0.069
0.272 0.324 1.373 0.639 290.584 0.107
0.264 0.313 1.358 0.626 286.990 0.097
9 0328 0.413 1.487 0.735 395.103 0.081
10 0344 0441 1523 0.761 415.527 0.072
11 0313 0.388 1.455 0.710 359.890 0.090
12 0.314 0.390 1.458 0.712 366.016 0.076
13 0291 0.354 1411 0.673 311.630 0.089
14 0.303 0.372 1.435 0.693 340.354 0.079
15 0394 0539 1.650 0.841 525.164 0.049
16 0.368 0.487 1.583 0.801 454.078 0.062
17 0382 0515 1.619 0.823 497.707  0.052

Media 0.299 0.378  1.445 0.677 361.764  0.091

Gpo: genotipo; he: heterocigosidad esperada; ho: heterocigosidad observada; Ae: nimero de
alelos efectivos; Shannon: indice de Shannon; Alra: nimero de alelos raros; %NA: proporcion de
valores perdidos; Grou: grupo cluster al que pertenece cada genotipo.
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mo lo es el donador cuatro presenta mas variabilidad que una linea altamente

endogamica.

Las RC1F1 15y 17 presentan una Ho superior y/o similar respectivamente a la
de su progenitor recurrente, resultado que se obtuvo al generar una mayor
cantidad de loci heterocigotos en estas poblaciones, por efecto de la segregaciéon
en las diferentes retrocruzas. El criollo uno mostro un valor mas bajo de ho que
el criollo dos, esta diferencia se debe posiblemente a que carece de introgrecion
genética de otros materiales, al sembrarse aislado en tiempo de los demas

cultivos de maiz en su lugar de origen.

Chen et al. (2016) reportaron valores promedio de heterogeneidad por
cromosoma de 0.05, en 561 lineas CML de CIMMYT, Adu et al. (2019) también
reportaron resultados cercanos a cero con promedié de 0.07, en lineas
endogamicas de Guinea y Sudan. En general, la mayoria de los genotipos mostré

una Ho similar a la encontrada en accesiones de maiz Tuxpefio y de razas de
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maiz estadunidense (Wen et al., 2012), materiales que carecen de seleccion y

con mayor variabilidad genética.

La importancia que ha tomado el estudio de los alelos raros, se debe al uso
potencial que presentan al incorporarlos en el germoplasma del maiz y generar
nuevas variedades con nuevos rasgos (Prasanna, 2012). Los SNP’s presentan
la capacidad de detectar alelos raros con altos niveles de confianza (Romay et
al., 2013), la presencia de alelos raros en las poblaciones que se secuenciaron
en este estudio alcanz6 un valor maximo en la retrocruza 15 y el mas bajo en el
donador cinco (cuadro 19), los resultados de rareza presentan una tendencia
similar al de Ho. Un alelo raro generalmente presenta frecuencias cercanas a
cero en una poblacion, o puede tener una alta frecuencia dentro de la poblacion,
pero la poblacién es Unica entre un conjunto de poblaciones (Reyes-Valdés et al.
2018). En promedio los genotipos presentaron 0.091% de datos perdidos para el
conjunto de 29, 625 SNP’s analizados (cuadro 19).

La distancia genética de Rogers en la comparacion por pares de los genotipos
oscil6 entre 0.227 (8 x 14) y 0.372 (5 x 15), la distancia promedio fue de 0.324, la
porcidbn mas abundante de comparaciones se ubico en distancias entre 0.30 —
036 (figura 9). La matriz de las distancias genéticas de Rogers entre los 17

genotipos evaluados se presenta completa en el siguiente enlace:

https://www.dropbox.com/s/li8r2z6gp3kojxu/RogersDistances.csv?dI=0.

El gréfico del analisis de escalamiento multidimensional se presenta en la figura
10, la agrupacion por color de grano revelo la presencia de dos grupos principales
en esta clasificacion (figura 10a y 10b), uno que pertenece al grano azul (lado
negativo del eje x) y, el otro al grano magenta y azul/magenta (lado positivo del
eje x), conformados por el genotipo dos y uno respectivamente incluyendo sus
respectivas RCOF1 y RC1F1. Los maices con grano de color blanco, mostraron

un grupo por separado.

Este agrupamiento confirma la diferencia genética que existe entre los maices

pigmentados de grano azul en la aleurona y, los de grano magenta con antocia-


https://www.dropbox.com/s/li8r2z6qp3kojxu/RogersDistances.csv?dl=0
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Figura 9. Distribucién de distancias genéticas de Rogers entre la comparacion
por pares de los genotipos.

ninas en el pericarpio y aleurona, ratificando la propuesta expresada
anteriormente de formar un patron heterético con estos dos tipos de pigmentacion
en el grano. Boakyewaa et al. (2019) y Zhang et al. (2016), mencionan que para
aumentar la heterosis en el maiz se deben seleccionar poblaciones alejadas por
una gran distancia genética, al presentar variabilidad genética sustancial, y este

analisis puede auxiliar en la seleccion rapida y precisa de esos materiales.

Color Color
Il Amarillo W Amarillo
W Azul ) > ST
AzuliMagenta AzuliMagenta
W sianco
Magenta

Figura 10. Grafica del analisis de escalamiento multidimensional con clasificacion
por color de grano. Vista desde dos angulos diferentes.

Por mucho tiempo los fitomejoradores utilizaron diferentes lineas puras en grupos
heteréticos especificos empleando cruzas de prueba, pedigree’s y rasgos
morfolégicos, sin embargo, la diferenciacion de las lineas era complicado
especialmente en aquellas que compartian el mismo germoplasma base. Por
esta razon, el empleo de los marcadores moleculares para este propésito puede

ser muy util (Zhang et al., 2016).
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La clasificacion de acuerdo al origen (figura 1la y 11b) demuestra una
diferenciacion entre los materiales tropicales (criollos, RCOF1 y RC1F1) y los de
origen subtropical (donadores 3y 4). Chen et al. (2016) también construyeron un
grafico de escalamiento multidimensional para 561 lineas endogamicas de
CIMMYT, la agrupacion identifico a las lineas por su ambiente de adaptaciony el
color de grano, en el grafico por origen se aprecia la distancia que existe entre

los genotipos tropicales y subtropicales, patron heterotico ampliamente utilizado.

El agrupamiento por tipo de material (figura 12a y 12b) evidencia de mejor forma
la distancia genética que existe entre ambos criollos al posicionarlos en sitios
opuestos, caso similar acurre con las RCOF1y las RC1F1 provenientes de ambos

progen itores recurrentes.

Origen ® Origen
B Azul Guerrero B Azul Guerrero
WcmL WcmL

Morado Tenampulco Tenampulco

Variedad
Figura 11. Grafica del analisis de escalamiento multidimensional con clasificacion
por origen de material. Vista desde dos angulos diferentes.

Un ejemplo claro de un posible patréon heterético son las RC1F1 13 y 16 que
provienen de diferente progenitor recurrente, pero tienen en comun el donador
cuatro, ambas retrocruzas se sitian en la parte inferior de la gréfica del andlisis
de escalamiento multidimensional (figura 12a y 12b) cerca de su donante, pero
con una distancia notable entre ambas, al realizar cruzas de prueba y observar

la heterosis que se genere, se confinaria el patron heterotico.

Otros dos grupos heteréticos que se pueden formar son los de los genotipos 12
x 17 y 14 x 15 que también muestran una separacion notable (figura 12ay 12b),
siempre utilizando como hembra los maices con grano pigmentado en el

pericarpio y aleurona para una mejor produccion de antocianinas. Vergara et al.
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Tipo
Criollo
[l Donador
RCOF1
WRCIF1

Figura 12. Grafica del analisis de escalamiento multidimensional con clasificacion
por tipo de material. Vista desde dos angulos diferentes.

(2003) encontraron que el donador cinco mejora el rendimiento del donador tres,
este resultado conjugado con la distancia genética que existe entre los maices
de grano azul y magenta podria explotar ain mas la heterosis en las cruzas de

prueba.

Los videos 3-D de las figuras 10, 11 y 12 se pueden encontrar en los siguientes

enlaces:

https://www.dropbox.com/s/0Ori3aufb08vcfpi/Color.avi?dl=0

https://www.dropbox.com/s/tslihtz5cfapg4h/Origen.avi?dl=0

https://www.dropbox.com/s/m6g51bgbbtkat91/Tipo.avi?dI=0

El resultado del analisis de conglomerados por el método de UPGMA se efectud
a partir de las distancias genéticas de Rogers (figura 13), los resultados del
gréfico fueron similares a los de los graficos escalamiento multidimensional. Wu
et al. (2016) encontraron también resultados similares entre el analisis de
conglomerados con el andlisis de componentes principales. Se distinguen
claramente cuatro grupos, asi como se ven descritos en el cuadro 19, las cruzas
de prueba que se sugieren efectuar entre las diferentes RC1F1 ([13 x 16], [12 x
17] y [14 x 15]), se pueden ver separadas en grupos distantes (figura 11 y figura
13).

El primer grupo de izquierda a derecha esta conformado por los maices de grano

azul magenta (figura 13), todas las RCOF1 presentaron como vecino mas cercano


https://www.dropbox.com/s/0ri3aufb08vcfpi/Color.avi?dl=0
https://www.dropbox.com/s/ts1ihtz5cfapg4h/Origen.avi?dl=0
https://www.dropbox.com/s/m6g51bqbbtkat91/Tipo.avi?dl=0
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su RC1F1. Todos los genotipos provenientes del mismo progenitor recurrente se
encuentran en el mismo grupo, esto puede deberse a que comparten un gran
namero de marcadores moleculares (SNP’s) en comun. El segundo grupo se
integra por las lineas 3y 5 de grano blanco (figura 13), su agrupamiento se debe
posiblemente a que presentan el mismo color de grano y son de procedencia
subtropical, por lo estarian compartiendo también un porcentaje alto de alelos

evolutivos.

El tercer grupo es el de los maices azules pertenecientes al criollo dos (figura
13), a diferencia del grupo de los maices magenta solo una RCOF1 (9) presenté
como vecino mas cercano su RC1F1 (11). En el dltimo grupo se encuentra el
donador cuatro que es la variedad de grano amarillo, la RCOF1 (10) y la RC1F1
(16), estas ultimas dos utilizaron como donador a la variedad sintética, este
agrupamiento se da al compartir mas marcadores entre las retrocruzas y su

donante, que con su progenitor recurrente (figura 12 a, 12b y 13).

Agglomerative coefficient = 0.6

0.6 -

0.4

0.2

0.0-
1 8 14 7 13 6 12 3 5 2 17 11 9 15 4 10 16

Figura 13. Agrupacion de los 17 genotipos analizados por el método de UPGMA
con las distancias de Rogers.



90

CONCLUSIONES

Todas las RC1F1 se deben de llevar a estado RC1F2, posteriormente realizar la

seleccion de familias para su evaluacion y avanzarlas generacionalmente.

A diferencia de la metodologia original de la retrocruza limitada se recomienda
realizar una segunda autofecundacion posterior a la primera seleccion de familias

para fijar mas de alelos favorables.

Realizar las cruzas de prueba que se mencionan en los resultados para verificar
la existencia de heterosis y si este es positivo, aplicar un programa de seleccion

reciproca recurrente.

El empleo de los datos moleculares auxilia en el entendimiento del fondo genético
del material con que estamos trabajando. Su andlisis y evaluacion pueden
acelerar e incrementar la precision de la seleccién de parentales para cruza.
Ademas de confirmar, o no, que el germoplasma que estamos evaluando es que

deseamos utilizar.
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