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RESUMEN

Los genes Rht 1 y Rht 2 tienen una relacion negativa con la longitud de
coledptilo y por tanto de vigor de emergencia en el cultivo de trigo. En el
presente trabajo se evaluaron diferentes nimeros de segregantes de cada una
de las 9 cruzas de lineas élite de trigos harineros de CIMMYT que contienen
Rht_1 gen del enanismo, por lineas que contienen diferentes tipos de Rht
(Rht_4, Rht 5 y Rht_13) que no se asocian tanto a la longitud del coleoptilo;
pero al igual reducen altura de planta. Igual nimero de segregantes dentro de
cada familia en F2 se sembraron en 5y 15 cm de profundidad, durante dos
ciclos de con la intencién de saber si la siembra mas profunda nos permite
obtener coledptilos mas largos y reducir la frecuencia de Rht_1 en comparacion
con la siembra a 5 cm. No se encontraron diferencias significativas para
longitud de coledptilos en las diferentes profundidades, pero se reportaron
diferencias altamente significativas (P<0.01) entre cruzas al igual que para
presencia y ausencia de Rht_1, tales resultados sugieren que el largo de
coledptilo es un caracter de dificil seleccién en siembras profundas, pero si se
puede hacer una buena eleccién de progenitores para modificar la longitud de
coleoptilos, los Rht alternativos funcionaron en éste experimento, el uso de un
buen progenitor es el principal responsable para modificar la longitud del

coleoptilo y mantener baja la altura de planta.

Palabras clave: Triticum Aestivum L., gen de enanismo, gen silvestre, gen

mutante, progenitor.
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ABSTRACT

The genes Rht_1 and Rht_2 have a negative relationship with the coleoptile’s
length, and in consequence, with the emergency force in wheat. In this study,
different segregating numbers of each of the 9 elite line crosses of bread wheat
from CIMMYT that contain Rht_1 gene for dwarfism, crossed with lines that
contain different types of Rht (Rht_4, Rht 5 and Rht_13) that are not so
associated with the coleoptile’s length, but also reduce the plant height, were
evaluated. The same segregating numbers within families were planted at a
depth of 5 and 15 cm during two seasons with the objective of knowing if a
deeper planting can give us larger coleoptiles and a reduction of the Rht 1
frequency in comparison with the planting done at a depth of 5 cm. No
significant differences were found for coleoptiles lengths among the different
planting depths, however, high significant differences (P<0.01) were found
among crosses, as well as for the presence and absence of Rht_1; these results
suggest that the coleoptile’s length is a trait difficult to select in deep plantings;
although, parental selection can be done to modify the coleoptile’s length. The
Rht alternatives worked in this experiment, and the use of a good parental can
be the principal reason to change the coleoptile’s length and for maintaining a

short plant height.

Key words: Triticum Aestivum L., dwarfism gene, alternative genes, wild gene,

mutant gene, progenitor.
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l. INTRODUCCION

El trigo harinero (Triticumaestivum L.), es el cultivo mas sembrado del mundo,
con una produccion global de mas de 600 millones de toneladas surgidas de
alrededor de 210 millones de hectareas en numerosos paises de Europa, Asia,
Africa del Norte y el Continente Americano (Payne, 2011).

Su importancia deriva de las propiedades del gluten, una red cohesiva de
proteinas resistentes del endospermo que se extienden, caracteristica que le da
gran valor en la industria panificadora (Poehlman, 2005). El trigo es una planta
alohexaploide, debido a su conformacién de 42 cromosomas repartidos en 6
juegos desde tres diferentes especies, de 7 cromosomas cada uno. La planta
posee tres genomas idénticos, los cuales poseen informacion genética repetida,
lo cual le confiere a la especie en si gran adaptabilidad a los diferentes
ambientes.

Durante los afios 40’s en México los rendimientos de trigo eran de
aproximadamente 900 Kgha?, aun cuando la mayor parte del trigo se
sembraba en terrenos con riego. En otros paises como la India, Pakistan, y mas
semejaban una situacién muy similar; a través de un programa cooperativo de
investigacién y adiestramiento entre la Secretaria de Agricultura de México y la
Fundacion Rockefeller, se logra un incremento en la produccion del trigo, maiz,

papa vy frijol.



Los logros en el rendimiento de trigo se debian a la seleccién en contra de
enfermedades y a el uso de fertilizantes, pero aqui surgia un problema muy
grande; cuando las variedades mejoradas que eran de tallo largo los
rendimientos se incrementaron a 4.5 ton.ha™ y el acame inicia a limitar los
rendimientos, dando pauta a la colecta de trigos de tallo corto e iniciar la
formacion de variedades de trigo enanas, rendidoras que soportan altas dosis
de fertilizantes logrando asi incrementar aun mas los rendimientos de trigo
hasta 7.5 ton ha* (Borlaug, 1972).

Desde la Revolucion Verde en los afios 60’s, los genes del enanismo Rht 1
(Rht-B1b) y Rht2 (Rht-D1b) se han hecho practicamente ubicuos en trigos
modernos alrededor del mundo. Esos genes Rht se introdujeron en las
variedades altas de trigo por el equipo de Norman Borlaug desde cultivares de
Norin 10 provenientes de Japon.

Estos genes aumentan rendimiento, incrementando el indice de cosecha debido
a la altura de planta reducida. Un efecto secundario negativo de estos genes es
gue reducen la longitud del coledptilo y el vigor temprano de la planta. Esto
significa que el establecimiento puede verse afectado por condiciones de
siembra adversas tal como cuando la semilla se siembra profundamente o tiene
que surgir por residuos de cosechas anteriores como ocurre con la agricultura
de conservacion.

En ausencia de Rhtl y Rht2, se manifiesta variacién considerable en longitud
de coledptilos y vigor que puede ser explotado en mejoramiento. Sin embargo,
estos genes que proporcionan al enanismo deben ser sustituidos por otros que

tienen el mismo efecto en la altura e indice de cosecha, pero sin los efectos
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negativos. Varias alternativas estan disponibles y siendo introducidos ahora en
el programa de pre-mejoramiento de trigo en el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). Varias lineas han sido identificadas y
liberadas por la planta Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organisation (CSIRO) de Australia dentro del programa de mejoramiento de
Trigo, donde se combinan coledptilos largos y reducen la altura de planta, pero
carecen de Rhtl o de Rht2. De este modo, la variacién genética requerida esta
disponible para desarrollar lineas élite, con altura reducida para generar trigos
con coleoptilos largos y mejores caracteres de crecimiento temprano. Las
cruzas apropiadas fueron hechas en Cd. Obregén Sonora, en el invierno 2008-
2009 y el presente trabajo consistié en identificar los genotipos que rednan las

caracteristicas deseadas, porte bajo ademas de coleoptilo largo.



Objetivo general

Determinar si las diferentes profundidades de siembra es un buen método de
seleccién para cambiar la frecuencia de accion del coledptilo largo, caracterizar
molecularmente y evaluar preliminarmente las plantas mejor emergentes en

comparacion con las de la siembra menos profunda.

Objetivos especificos

1. Medir la longitud de coleoptilos de las segregantes cosechadas de
diferentes profundidades de siembra para saber si realmente la
profundidad de siembra es una buena técnica para la seleccion de

coleoptilos largos.

2. Estudiar los porcentajes de los alelos Rht_1 con marcadores SNP de las
diferentes segregantes de trigo provenientes de dos profundidades de
siembra para saber si la profundidad es un buen método para

seleccionar méas genotipos sin Rht_1.



Hipotesis

A mayor profundidad de siembra germinaran y emergeran plantas con
coleoptilos mas largos, lo que permitira seleccionar de manera mas efectiva

plantas con mayor longitud de coleoptilo y menor aparicion de segregantes con

Rht_1.



Il. REVISION DE LITERATURA

Importancia del trigo

El trigo se siembra en mas de 200 millones de hectareas del mundo en
desarrollo, CIMMYT (2012), con una produccion mundial de 651,42 millones de
toneladas (Agropanorama, 2013). El precio nacional de trigo es 3 mil 800 pesos
por tonelada (Inforural, 2013); mientras que el precio internacional oscila entre
los 250 y 280 dolares (Infoacerca, 2013). En México, el trigo representa el 21%
del consumo de granos basico, ubicado en el segundo lugar después del maiz,
con 52 kg consumo per capita por afio y con un volumen de ventas de la
industria que estar4 creciendo entre 1% y 2%. Cinco estados, Sonora,
Guanajuato, Baja California, Michoacan y Chihuahua, concentraron el 65% de
la superficie sembrada con trigo en el 2009 que fue de 802 mil ha, destacando
Sonora con el 35% del &rea, sumando un total de 898 mil ha; de las cuales sélo
el 73% corresponde a la cultivada con sistemas de riego (Cardenas et al.,2008).

El uso del trigo harinero depende de su calidad; trigos fuertes sirven para
panificacion mecanizada, como harina de pan de caja, trigos menos fuertes
panificacion manual, trigos suaves, para la elaboracion de galletas, bufiuelos y

otros productos artesanales (Pefa et al., 2008).



Limitantes del establecimiento del cultivo de trigo

Una profundidad mayor de siembra (10 cm) podria permitir a las plantas
aprovechar la humedad del estrato del suelo situado por debajo de la superficie
seca; sin embargo, los coledptilos cortos de los trigos semi-enanos reducen la
emergencia de las plantulas cuando la siembra se hace a profundidades
mayores de 5 cm (Rebetzke et al., 2004). Los coledptilos largos permiten un
mejor establecimiento del cultivo debido a la mejor emergencia (Botwright et al.,
2001). La seleccion de genotipos con coledptilos largos y gruesos puede ayudar
a la emergencia de las plantulas en suelos duros o en siembras profundas. La
longitud de coledptilo en trigo es una caracteristica cuantitativa que puede ser
controlada por dos genes mayores y menores (Rebetzke et al., 2007). El
CIMMYT menciona que la mitad de la superficie donde se cultiva trigo en los
paises en desarrollo se caracteriza por lluvias erréticas, suelos infértiles,
enfermedades virulentas y en ocasiones calor o frio extremos.

Para la tolerancia temprana a la sequia se utiliza un método de siembra
inusual; principalmente en los Valles Altos de México donde la siembras son
profundas para hacer una emergencia lenta y al mismo tiempo la semilla este
mAas en contacto con la humedad y resista asi a la llegada de las lluvias tardias;
mientras que en el mediterraneo el método de la siembra profunda permite la
sobrevivencia del cultivo de trigo hasta que se inician las lluvias abundantes

(Lafitte, 2001).



Las tecnologias actuales de siembra como la de conservacion; a traves
del programa MAS AGRO pretenden impactar un total de 600 mil ha sembradas
con trigo en el 2020, también pronostican un ahorro del 20% en insumos en
agua y nitrégeno (Govaerts, 2011); pero lo que se necesitan son genotipos

vigorosos para un buen establecimiento en estas condiciones.

indice de emergencia (IE)

La emergencia de la plantula en el campo es fuertemente influenciada por
condiciones ambientales; sin embargo el parametro mas usado para determinar
el vigor de nacencia es el porcentaje de emergencia, aunque por la influencia
del ambiente es mejor determinar el indice de emergencia (IE) que toma en
cuenta los dias a emergencia de cada una de las variedades (Garcia y Lasa,
1991). No siempre los mayores tamafios de semilla muestran una mejor

germinacion o mejor vigor (Valadez et al., 2007)

El IE se determina por los valores a través de las ecuaciones utilizadas por

Flores et al. (2009). Donde:

PE= Numero de semillas emergidas x 100/ Numero total de semillas

[E= N1*T1+N2*T2+N3*T3+...+Nn*Tn/ Namero total de semillas emergidas



Longitud de coleoptilo y altura de planta

El establecimiento del cultivo del trigo es una de las mayores
determinantes para el rendimiento, el coledptilo largo una caracteristica muy
importante en esta etapa; coleoptilos cortos limitan el potencial de emergencia y
aun mas si se hacen siembras profundas (Rebetzke et al., 2007) o bien en
sistemas que se estan adoptando actualmente como la agricultura de
conservacion. La longitud de coledptilo esta relacionada positivamente con la
altura de planta en trigo, (Sanz de Cortazar et al., 1980; Trethowan et al., 2001)
mientras que otros autores no hayan fuerte relacion entre estas variables

(Gulnaz et al., 2011).

Se han hallado diferencias en cuanto a longitud de coledptilo relacionados
al tamano de la semilla; pero no son tan sustancialmente grandes como las
diferencias del tamafio de coleoptilo entre las diferentes variedades (Botwright
et al., 2001). Algunos estudios han informado de la relacion entre la longitud de
coledptilos, emergencia de las plantulas y los efectos posteriores sobre el
crecimiento temprano, biomasa y rendimiento de grano. Diferencias genotipicas
de longitud coledptilo son fuerte y positivamente correlacionado con el nimero
de plantas emergidas con siembra profundas. Rebetzke et al. ( 2004)
informaron que la longitud del coledptilo de la progenie derivada de Rht8, Rht9 y
Rht12 donantes del gen enanismo es generalmente mas corto (7-13%), pero

todavia un promedio 47% mas corto el de coledptilos de Rht_1y Rht_2.



Marcadores moleculares

Los marcadores son un polimorfismo de un fragmento del ADN que se
puede detectar facilmente mediante analisis fenotipico o molecular. El marcador
puede hallarse dentro de un gen o en un ADN sin funcién conocida FAO (2008).
Dado que los segmentos de ADN que se encuentran proOXimos entre si en un
cromosoma tienden a heredarse juntos. Anteriormente los caracteres
poligénicos eran muy dificiles de analizar con el uso de los métodos
tradicionales de fitomejoramiento, actualmente son identificados facilmente
utilizando marcadores moleculares. Los marcadores moleculares son una
herramienta necesaria en muchos campos de la biologia como evolucion,
ecologia, bio-medicina, ciencias forenses y estudios de diversidad. Ademas se
utilizan para localizar y aislar genes de interés. En la actualidad existen varias
técnicas moleculares que nos permiten conocer cOmo se encuentran las
proporciones de genes en las poblaciones naturales de manera indirecta, como
con los andlisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN. Los
diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante
(Mohan et al.,, 1997). Los marcadores moleculares asociados con rasgos
agronomicos proporcionan a los fitomejoradores herramientas de deteccion
rapida, rentable y no destructiva que son independientes del medio ambiente

(Ellis et al., 2005).
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Las variaciones en el ADN son mutaciones resultantes de la sustitucion de
un solo nucledtido (polimorfismos de un solo nucleétido — SNP), insercion o
deleciéon de fragmentos de ADN de diversas longitudes, o duplicacién o
inversion de fragmentos de ADN, FAO (2008). Polimorfismos de Nucleotido
Simple (SNP) representan una nueva forma de marcador funcional, es decir
gue ya esta asociado a alguna caracteristica fenotipica, sobre todo cuando se
derivan de marcadores de secuencias expresadas. La gran mayoria de los
SNPs tienen dos alelos los cuales estan representados por una sustitucion de
base por otra. En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo
principal o “silvestre” y alelo raro o mutante, clasificacion basada en la
frecuencia observada en las poblaciones(Checa, 2007). SNPs estan distribuidos
en el genoma humano en un promedio aproximado de 1 SNP por cada 1.000
pares de bases. En cambio a los marcadores de microsatélites que son
secuencias cortas de ADN repetidas, SNPs pueden ser utilizados en los
estudios de ligamiento para la identificacion de genes de enfermedades, en las
pruebas de genéticas, y para la determinacion de la pérdida de heterocigosidad
(LOH); SNPs son mas frecuentes que los microsatélites, muchos SNPs se
encuentran dentro de los genes, lo que afecta directamente el producto del gen

(proteina) (Ahmadian et al., 2000).

Marcador para Rht_1 se localizé en regiones homadlogas del cromosoma
4B, este marcador fue fuertemente correlacionado con una reduccion en la
altura, que representan el 23% de la varianza fenotipica en la poblacion

estudiada. Actualmente han desarrollado marcadores Rht_1. Este marcador se
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puede describir como "marcador perfecto”, en el sentido de que es especifico
para el cambio de par de bases responsable del fenotipo semi-enano (Ellis et

al., 2002).

Generalidades de los Rht

El Norin 10 x Brevor 14 fue usado por Norman Borlaug y otros como
parte de programas de mejoramiento de trigo en el CIMMYT (Ellis et al., 2002).

La reduccién en el alargamiento del tallo en las variedades modernas que
contienen estos alelos es causada por una respuesta limitada a la fitohormona,
giberelina (AG) (Gale et al., 1981), resultando en una reduccion de longitud del
tallo y produciendo beneficios a través de un aumento en el nimero de granos,
ademas de una buena respuesta a altas dosis de fertilizacién nitrogenada. Los
genes Rht_b1l y Rht_d1 que son los genes insensibles al acido giberelico, por lo
que reducen el tamafio de la planta se originaron en los 1930’s en la variedad
enana Norin 10, variedad Japonesa Daruma (Allan, 1989).

Los genes enanos Rht, Rht-B1 y Rht-D1 codifican proteinas DELLA, que
actlan para reprimir AG-sensible al crecimiento, y sus alelos mutantes de Rht-
Blb y Rht D1b se cree que confieren enanismo mediante la produccion de
formas mas activas de estos represores de crecimiento (Gomez y Agustin,
2006).

Rht_bl es localizado en el cromosoma 4B (Gale y Marshall, 1976), esta

altamente correlacionado con la reduccion de altura en plantas y representa el
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23% de la variacion fenotipica de la poblacién estudiada por Ellis et al. (2002).
AfRos atras, la seleccion para este gen se determinaba germinando las semillas
con &acido giberelico, las plantas que contenian los genes mutantes no
mostraban respuesta a AG externo. Actualmente la seleccion es asistida por
marcadores perfectos para Rht B1 fueron desarrollados utilizando una
poblacion de dobles haploides que segregd para este alelo (Ellis et al., 2002).
Un marcador perfecto muy especifico que detecta una mutaciéon en un sélo par
de bases como responsable del fenotipo enano. Existen otros genes de
enanismo para ser utilizados en programas de mejoramiento, que tienen la
capacidad de reducir la altura de planta sin afectar tanto la longitud de

coledptilos (Rebetzke et al., 2011).

Genes Rht_4, Rht 5y Rht_13

Rht 5 se localiza en el cromosoma 3B el gen Rht 8 se localiza en el
cromosoma 2D (Ellis et al., 2005; Richards et al., 2007), la variedad japonesa
Akakomugi fue la mayor fuente Europea en cultivares que portan el gen
enanismo Rht_8, estd muy extendido en trigos del sury de Europa Central, asi
como varios cultivares rusos. Akakomugi fue utilizado por primera en 1920 para
introducir genes no solo para los semienanos (Rht_8), sino también, sin saberlo,
por la precocidad (Worland et al., 1998), Rebetzke et al. (1999) publican que el

efecto del enanismo sobre la longitud del coledptilo con Rht_8 es insignificante.
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El gen Rhtl3 se encuentra en el cromosoma 7B (Ellis et al., 2005;
Richards et al., 2007), Seleccion de Rht13 aumenta el indice de cosecha y el
namero de granos para aumentar rendimiento de grano. El aumento en el
namero de granos refleja una mayor produccion vy ligeramente mayor biomasa

(Rebetzke et al., 2011).
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1. MATERIALES Y METODOS

Localidades

El presente estudio se llevd a cabo en tres localidades cuya ubicacion y

caracteristicas mas relevantes se enuncian a continuacion.

Ciudad Obregon Sonora, las coordenadas son 27°29' latitud norte y
109°59' longitud oeste. Se encuentra en las instalaciones del CENEB a 39
m.s.n.m., con una temperatura media anual de 31°C y un clima subtrépico arido

calido (Inifap, 2013).

Toluca estd ubicada a 19°17'29 de latitud norte y a los 99°39'38 de
longitud oeste, con una altura de 2640 m.s.n.m., con clima humedo,
precipitacion anual de 800 mm, un rango de temperatura de -14 a 29°C y un

suelo limoso arcilloso de origen volcénico.

Texcoco, estado de México 19° 29' 53" N y 98° 47' 55” O a 2200 m.s.n.m.,
la precipitacion media anual es de 650 mm, el suelo es un tipo arcilloso-

limososegun la clasificacion de Kdppen, modificada por Garcia (1981).
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Material genético

En el presente estudio se utilizaron segregantes de 8 familias (7 familias
trilineares) en F, y de una cruza en F3 provenientes de la cruza de 4 lineas élite
de CIMMYT que contienen Rht_1 con 6 lineas provenientes de Australia sin
Rht_1 y longitud de coledptilo largo. Se incluyen los progenitores de CIMMYT
mas dos lineas como controles para la comparacion de coleéptilos largos o
cortos, tal como aparece en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3. 1Genotipos utilizados en el experimento.

Pedigree Gen No. De seg.
VOROBEY Progenitor 1
ROELFS F2007 Progenitor 1
LONG COL- 10 Progenitor 1
SERI 82* Col. Corto 1
HALBERD* Col. Largo 1
LONG COL- 10/VORB Fs 106
EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFO7 F, 40
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFO7 F, 40
EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB F, 40
EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//VORB F, 40
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB F, 40
EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL- 10 F, 40
EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL- 10 F, 80
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL- 10 F, 40

Seri* y Halberd* s6lo se utilizan en experimentos para medir longitud de coledptilo como
testigos de coledptilo corto y largo respectivamente. Sélo se incluyen progenitores de CIMMYT.

Evaluacion agronémica

Invierno 2010-2011

En noviembre de 2010 se sembraron en la estaciéon de CIMMYT en Cd.

Obreg6n Sonora. Las segregantes F, y F3 de las cruzas, en surcos dobles de
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5m de largo por 0.70m de ancho en 3 diferentes profundidades 5, 10 y 15 cm,
(en este trabajo so6lo se incluyen datos de las profundidades de 5 y 15 cm).
Durante este ciclo no se toman datos debido a que la etapa de segregacion en
la que se encontraban las plantas es muy temprana por tanto habia una alta
variabilidad, la cosecha se hace en masa y algunas espigas separadas, las
cuales son llevadas a la estacion de Texcoco para ser sembradas en Toluca y

Texcoco. En Texcoco se hacen las mediciones de longitud de coleoptilo.

Primavera 2011

Este ciclo se llevo a cabo en las estaciones experimentales de CIMMYT
Toluca y Batdn Texcoco, estado de México; las segregantes con dos juegos
iguales para ambas localidades evaluadas en el 2011 fueron F3 y F4, las cuales
fueron sembradas en condiciones normales a 5 cm de profundidad en surcos
dobles de 5m de largo por 0.70 m de ancho entre surco y surco a doble hilera.
La importancia de este ciclo aparte del avance de generacion es la seleccion en
ambas localidades para resistencia a enfermedades como diferentes especies
de royas, septoria, etc., (CIMMYT e IPO, 1987), las escalas para la calificacion
de enfermedades fue de acuerdo a las establecidas por Duveiller et al., (2012)
descartando las lineas que no muestran resistencia. Los datos de estas
variables no se muestran debido a que las enfermedades no tienen ninguna

relacion con las variables de interés para éste estudio.
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Invierno 2011-2012

En el ciclo 2011-2012 teniendo ya F4 y F5 se repitid el experimento de
siembras en diferentes profundidades, para confirmar la hipotesis que, a mayor
profundidad de siembra se tiene mas oportunidad de seleccionar genotipos con
tallo corto y coledptilos méas largos (Rebetzke et al. 2007). En el ciclo 2011-2012
s6lo se seleccionaron plantas de estatura baja (80-95 cm) ademas de un buen
comportamiento agronémico. La cosecha de las familias segregantes fue espiga
individual. Las variables que se registraron fueron altura de planta, longitud de
coleoptilo y tipo de alelo que contiene cada segregante, las segregantes
nuevamente son llevadas a las estaciones de Texcoco y Toluca. En Texcoco se

repite la medicion de longitud de coledptilos.

Primavera 2012

Este es el ultimo ciclo en donde se toman datos de altura de planta en el
experimento sembrado en Batan el 4 de junio, también se califico para roya de
tallo y hoja, tanto en Toluca como en Batan, Texcoco; para el experimento de
coledptilos se incluyen todos los progenitores a diferencia del ciclo pasado,

(Cuadro 3.2).

Cuadro 3. 2 Genotipos y numero de segregantes en cada cruza, en F, y F,.

Cruza Profundidad de Siembra
Y10-11* Y11-12*
5cm  15cm  5cm  15cm
EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFO07 40 40 26 33
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EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//VORB 40 40 20 22

EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL- 10 80 80 8 15
EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB 40 40 48 10
EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL- 10 80 80 1 26
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL- 10 80 80 21 19
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFO7 40 40 18 17
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB 40 40 42 7
LONG COL- 10/VORB 96 96 215 163
LONG COL- 10

ROELFS F2007

VOROBEY

EBW10 TALL# 1

EBW11 TALL#1Y

JANS-Rt5]

SILVERSTAR-RNt13Bf
SILVERSTAR-Rht4Bf
WESTONIA-Rht5q
SERI M82

HALBERD

Y10-11* son segregantes F,, Y11-12* son segregantes F,. Ciclo primavera 2011 y 2012.
fITestigos que so6lo se utilizaron para el ciclo Y11-12,

En Texcoco se sembraron las segregantes procedentes de Cd. Obregon
para longitud de coledptilo y el tejido cosechado se utilizd para las extracciones

de ADN y SNPs.

Determinacion de longitud de coledptilo en condiciones controladas

De las segregantes de ambos ciclos de invierno se evaluaron para
longitud de coledptilos, del primer ciclo las segregantes que se cosecharon fue
en masa, por cada entrada se seleccionaron 8 semillas mientras que de espiga
individual s6lo una por cada entrada para el ciclo PV-2011, para el ciclo PV-
2012 solo 4 semillas por entrada de espiga individual. EI método para la

medicion de coleoptilos se basa con algunas modificaciones en la metodologia
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usada por Rebetzke et al., (2007); Las pruebas se realizan en CIMMYT
Texcoco, y se utilizaron charolas plasticas de 22x29x8 cm de tamafo se
sembraron semillas con una buena calidad visible; las charolas contienen una
mezcla de tierra previamente desinfectada con vermiculita 5:3. Las semillas
fueron colocadas a 2 cm de profundidad, en cada charola con 6 columnas y 8
filas. Una vez sembradas se envuelven con bolsas plasticas oscuras y se meten
en camaras de germinacion durante 14 dias sin luz y a una temperatura de
18°C. Una vez pasados los 14 dias se procedi6 a medir la longitud del
coleoptilo desde el embridn, hasta la terminacion del coledptilo donde nace la

primera hoja verdadera.

“‘v"‘: \\ >3
"ﬂ N

Figura 3. 1 Charolas con sustrato para medir longitud de coledptilos y plantulas listas
para toma de datos.

Extraccion de ADN, PCR y SNP

El tejido vegetal utilizado fue el cosechado en las plantulas que se
germinaron para medir longitud de coleéptilo en Texcoco ciclo Primavera 2012.
La extraccion del ADN se hizo mediante la técnica de CTAB de acuerdo a los

protocolos de CIMMYT, (2006) pasando al proceso posterior dela PCR en
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placas de 384 muestras a una temperatura de 94-57-72°C, en las muestras
contenian ya el master mix (Primer) y Reaction Mix (polimerasa, dNTPs y CI’
Na*) la cantidad de cada uno de los componentes se calculé de acuerdo al
namero de muestras corridas por dia con el programa Kasp Volume Calculator.
Los genotipos Krichauff identificado como como VIC (T) y Pavén como
FAM (C) fueron los controles utilizados en el genotipeado SNP (Cuadro 3.3).
Estos controles ya han sido ampliamente probados por el equipo de
Biotecnologia de Trigo en CIMMYT, Krichauff es una variedad con Rht_1;
mientras que Pavon es una variedad sin Rht_1, lo que nos permitié una buena
separacion por la diferencia de la longitud de onda que transmiten los floroforos
durante la lectura, para los heterocigotos se hace una mezcla de ambos
controles en porciones iguales. Las muestras fueron colocadas en placas de
384 cavidades, de las cuales los primeros los 12 primeros pozos fueron para
control positivo, control negativo, heterocigoto y blancos (agua) en tres
repeticiones cada uno. Una vez hecha la lectura el software SNPviewer arrojé
una grafica (fig. 3.3) que representa cada uno de los grupos X:X, X:Y o bien
Y:Y, los grupos se seleccionan y automaticamente los transfiere a Klust Caller,
otro software para crear la base de datos con cada una de las muestras y su
genotipo. Los SNP permiten no solo detectar deleciones si no también
inserciones o el cambio de un solo par de bases como ocurre en el caso de
Rht_B1. Se utilizd el equipo BMG de LABTECH por el método KASP y SNP
line de Kbioscience (Robinson, 2011), con los siguientes iniciadores:
F 5 GTGGCGCAGAAGCTGGAGIC/T] 3’

R 5 ATGGGCGGCGTGGGCGCC 3'(Ellis et al., 2002)
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Cuadro 1.3 Lectura de Fluorescencia para cada control utilizado en Rht_1.

Excitaciéon (nm) Emision (nm)
FAM 485 520
VIC 520 560

Figura 3. 2 Equipo BMG LABTECH, genotipificador para SNPs.

La base de datos para la interpretacion es muy sencilla, con el programa
Kluster Caller, la cual sélo se basa en el rango de longitud de onda transmitido,
donde cada muestra es etiguetada como X:X para genotipos sin Rht_1 (tipo

silvestre), Y:Y para genotipos con Rht 1 (tipo mutante), y X.Y para los
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heterocigotos, (Kbioscience, 2012). Los datos obtenidos se analizan como un

factor donde hay tres diferentes niveles X:X, XY y Y:Y.

dep Proje Bx

& : * Project number 1 3729885
K Biosciences KSMP number 0005 ACCTCATCCTGGGGC[A/G]ACCAGGACAAGGAAG

3729885.AA01M25
3729885, AA01M2T
3729885, aA01M2U
3729885, AA01M2V
3729885, AA01M2W
3729885, AA01M2ZX
3729885, A801M2Y
3729885.AA01M22
3729885.AA01M30
3729885.AA01M31
3729885, AA01RFW
3729885.AA01RFX
3729885.AA01RFY
3729885.AA01IRFZ
37295885.A401RGO

Plate AADIRG2

1D 227251

3730948.AA01M2T
3730948.aA01M2U
3730948.A801M2V

AADIRGZ I |

L1500 BRI o

I |

Figura 3. 3 Vista de SNPviewer para la separacién de muestras de acuerdo a los

alelos presentes.

La separacién de grupos para Rht_1 permitié6 hacer una comparacion de

medias Tukey (P<0.05) y una correlacion de longitud de coledptilo con altura de

planta.

Seleccion de las mejores segregantes
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En ambos ciclos provenientes de Cd. Obregdén se seleccionaron las
mejores lineas para longitud de coledptilos, en el ciclo Y10-11 con datos solo
de coleoptilo, debido a que se consider6 una etapa muy temprana y la
segregacion mucha como para medir altura de planta u otras variables, la

seleccion en campo solo fue visual.

En el ciclo Y11-12 se incluyeron datos de marcadores SNP’s donde se
seleccionaron lineas sin Rht_1 (X:X) también llamadas tipo silvestres para este
gen, altura de planta baja en un rango de 90 a 110 cm y coleédptilos que estén
por arriba del promedio de las segregantes dentro de cada cruza, para esto se
hizo una prueba de t. Las semillas provenientes de este ciclo se utilizan para
medir longitud de coledptilo y al mismo tiempo para cosechar tejido para la
extraccion de ADN en las instalaciones de CIMMYT Batan Texcoco, descrito

anteriormente.

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio de parcelas divididas con arreglo en bloques
completos al azar utilizando modelo lineal mixto siguiente:
Yij =utai+ By +axf 46+ ¢&;
Donde:
p= Efecto comun a todas las observaciones
a;= Efecto de las segregantes de las diferentes cruzas (1,...,14)

p;= Efecto de las profundidades de siembra (5,15)
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a * [ = Interaccion entre segregantes de las cruzas y profundidades de siembra
8;;= Error de la parcela grande

. .= Error de la parcela chica
tj

Se realiz6 un analisis combinado de dos ciclos de seleccion bajo el

siguiente modelo:
YVig=u+a+Bi+taxB+yr+y*B+yxaxp+6b;+e¢;

Donde:
u= Efecto comun a todas las observaciones
a;= Efecto de las diferentes profundidades de siembra (1,2)
B;= Efecto de los ciclos de seleccion (1,2)
a*B= Interaccion de ciclos por profundidades de siembra
y,.= Efecto de las diferentes segregantes (1,...,12)
y = B= Interaccion de las diferentes segregantes por ciclos de seleccion
y = a x f= Interaccion de segregantes, en diferentes profundidades de siembra 'y
diferentes ciclos de seleccion

8;;= Error de la parcela grande

¢, .= Error de la parcela chica
3)

Analisis estadistico

El andlisis de varianza individual (ANOVA) para los ciclos Invierno 2010-

2011 y 2011-2012 se realiz6 utilizando el procedimiento proc mixed
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perteneciente al paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System) version
9.0; en el ciclo 2011-2012.

Se realiz6 un analisis combinado con dos ciclos de seleccion, asi como un
analisis de correlacion de las variables de altura de planta con longitud de
coleoptilo, se hicieron pruebas de medias de acuerdo a Tukey P 0.05. Por
altimo se hizo un célculo de porcentaje de aparicion de Rht 1 en ambas

profundidades de siembra.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Longitud de coledptilo ciclo Y10-11

En el andlisis de varianza de la evaluacion de segregantes de las cruzas
en diferentes profundidades de siembra no se reportaron diferencias
significativas para longitud de coledptilos en las diferentes profundidades de
siembra; pero fueron altamente significativas entre las diferentes cruzas
(Cuadro 4.1), lo que sugiere que la variabilidad de la longitud de coleoptilos, es

afectada Unicamente por los progenitores involucrados.

Cuadro 4. 1 Analisis de Varianza para longitud de coleéptilo de las segregantes
de diferentes cruzas, seleccionadas en diferentes profundidades de siembra.

Fuente GL SC CM Valor F
Rep 1 219.50 219.50 512.34**
Prof Siembra 1 27.58 27.58 64.37
Rep*Prof_Siembra 1 0.43 0.43

Cruza 11 3634.37 330.40 22.95**
Cruza*Prof_Siembra 11 158.37 14.40 3.14*
Errror Experimental 21 96.42 4.59

En las repeticiones también se hallan diferencias significativas esto es
debido a que las segregantes se cosecharon en masa, y sumando que la
variabilidad en esta etapa es muy alta. La interaccion de profundidad de
siembra por cruzas es significativa debido a que las familias dentro de cada
cruza habia una amplia variabilidad para longitud de coledptilo lo que permitié

hacer una muy buena seleccién de genotipos con coledptilos largos.

27



La comparacion de medias con una prueba t permitié6 seleccionar las

segregantes dentro de cada cruza que se encuentren por arriba del promedio

de longitud de coledptilos y con buen aspecto agronémico en campo.

Cuadro 4. 2 Comparacion de la media P<0.01 de segregantes de diferentes cruzas

con testigos paralongitud de coledptilos y sus estimadores.

Segregantes Testigos Estimado
r
EBW10TALL#1/JANZ-Rht5//ROLF07 LONG COL- 10 -13.3
EBW10TALL#1/JANZ-Rht5//VORB LONG COL- 10 -16.5
EBW10TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB LONG COL- 10 -12.1
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLF07 LONG COL- 10 -15.5
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB LONG COL- 10 -18.5
EBW10TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL-10  ROELFS F2007 23.9
EBW10TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB ROELFS F2007 10.1
EBW10TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL- 10 ROELFS F2007 22.4
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL-10 ROELFS F2007 16.5
EBW10TALL#1/JANZ-Rth5//ROLF07 VOROBEY 15.9
EBW10TALL#1/JANZ-Rth5//VORB VOROBEY 12.7
EBW10TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL-10  VOROBEY 31.0
EBW10TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB VOROBEY 17.1
EBW10TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL- 10 VOROBEY 29.4
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL-10 VOROBEY 23.6
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFQ7 VOROBEY 13.7
EBW11TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB VOROBEY 10.7

Las cruzas en la mayoria de los casos de fueron superiores a los testigos,

y aun mejores cuando tienen como progenitor a Long Col-10, lo que sugiere

que sea este el mejor progenitor para longitud de coledptilo. WESTONIA-Rht5

es otro de los progenitores que contienen las segregantes que se encuentran

por arriba de la media en las demas segregantes se seleccionaron de forma

individual las que tienen cole6ptilos largos.
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Andlisis de varianza para el ciclo Y11-12

Para este ciclo en un analisis individual sigui6 mostrando diferencias
altamente significativas para las cruzas (P<0.01), lo que nos indica que al
menos una cruza es diferente a las demas igual que el ciclo anterior (Cuadro
4.3). En este ciclo ya no existen diferencias para repeticiones debido a que la

segregacion es muy poca, ademas de que la cosecha fue por espiga separada.

Cuadro 4. 3 Andlisis de Varianza de Longitud de Coledptilo para el ciclo Y11-12

Fuente GL SC CM Valor F
Rep 1 1050.03 1050.03 9.07
Prof_Siembra 1 544.27 544.27 4.7
Rep*Prof_Siembra 2 231.6 115.8

Cruza 18 63131 3507.29 6.41**
Cruza*Prof _Siembra 9 4927.02 547.45 2.88
Error experimental 1253 238080 190.01

Se unieron los datos de altura de planta y tipo de alelo, silvestre o
mutante, en cuanto a alelo hay diferencias significativas (P<0.05), debido a que
las diferencias causadas se deben Unicamente a los progenitores y a los alelos
presentes ya sea con Rht_1 o sin Rht_1 (Cuadro 4.3), es decir dentro de cada
grupo de segregantes habra también diferencias ya que dentro de cada grupo
hay 3 tipos de alelos, los tipo silvestre, mutante y heterocigotos, aunque lo
interesante en esta etapa se eligieron lineas sin Rth_1 debido a que ya son
lineas avanzadas y las frecuencias de heterocigotos son muy bajas, los alelos

silvestres son los que nos dan los coledptilos mas largos pudiendo atribuir esto
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gue se encuentran otros tipos de Rht, (Rht4, Rht5 y Rht13) que bajan porte de

planta sin afectar tanto la longitud del coledptilo (Rebetzke et al. 2011).

Es importante recalcar en base a el Cuadro 4.4, que las diferencias
debidas a los alelos, X:X sin Rht_1, Y:Y con Rht_1 y X:Y para heterocigotos;
los coledptilos mas largos pertenecen a las segregantes sin Rht_1, mientras
que las segregantes con Rht_1 tienen coleodptilos mas cortos tanto en 5 cémo
en 15 cm de profundidad. Los alelos son los que dan las diferencias para
longitud de coledptilo, podemos observar que los alelos tipo silvestres dan los
coledptilos mas largos; mientras que los mutantes tuvieron coleéptilos mas
cortos, sin importar la diferencia en cuanto a profundidad de siembra, Jamali y
Arain (2008), encuentran que genes enanizantes no afectan a la longitud
coledptilo. La base genética puede afectar la longitud coleéptilo de las distintas

variedades.

Cuadro 4. 4 Comparacion de promedios de longitud de coleéptilo de acuerdo a la
profundidad de siembray al tipo de alelo.

Profundidad de siembra Tipo de alelo N Promedio
SEGREG-15CM X:X a 20 106.5
SEGREG-15CM X:Yab 12 104.7
SEGREG-5CM X:X a 20 104.5
SEGREG-15CM Y:YDb 18 97.2
SEGREG-5CM Y:Yb 19 94.6
SEGREG-5CM X:Yab 8 92.9
LSD 4.93

Medias con la misma letra se consideran estadisticamente iguales.

Estudios recientes no han hallado una buena relaciones entre la longitud

de coledptilo con la altura de planta (Gulnaz et al., 2011), mientras que otros
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encuentran estas caracteristicas altamente relacionadas (Sanz de Cortazar et

al., 1980).

Independientemente de los alelos, si son mutantes o no, otra variable de
importancia en cuanto a la longitud de coleéptilo son los progenitores con los

que fue formada la cruza.

En los analisis de correlacion no se hallaron relaciones altas para estas

dos variables que son altura de planta con longitud de coledptilo (Cuadro 4.5).

Cuadro 4. 5 Correlacién de altura de plata con longitud de coleéptilo por familia
estudiada.

Entrada Segregantes Correlacion
1 EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFO7 -0.11
2 EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//VORB 0.12
3 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL- 10 -0.21
4 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB 0.11
5 EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL - 10 0.16
6 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL- 10 -0.08
7 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFO7 0.14
8 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB 0.08
9 EBW11 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL- 10 0.36
10 LONG COL - 10/VORB 0.19

Los resultados anteriores sugieren que los progenitores estan influyendo
en la longitud de coledptilos y estan interactuando con los Rht_1 con los otros
tipos de Rht, por lo que nuevamente se confirma que los progenitores son de
gran importancia para la seleccion de coledptilos largos. Es importante
contemplar que estos progenitores contienen genes alternativos de Rht (Rht4,
Rht5 y Rht13) que reducen altura de planta, pero con la ventaja de no afectar

tanto la longitud del coleoptilo.
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Con la clasificacion de medias en el Cuadro 4.6 se observa que los

mejores progenitores para longitud de coledptilos son JANZ-Rht5, LONG COL-

10 y WESTONIA-RNt5. Estos progenitores interactian para coleoptilos largos,

manteniendo su promedio por arriba de la media general.

Cuadro 4. 6 Agrupacion de medias para el ciclo Y11-12 para longitud de

coledptilo.
Agrupacion Tukey Mean N Cruza
A 127.1 HALBERT
B A 121.5 JANS-Rht5
B A C 118.2 11 EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONGCOL- 10
B D A C 118.0 3 LONGCOL-10
B D A C 115.3 12 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL- 10
E B D A C 112.0 EBW11 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONGCOL- 10
E B D A C F 110.5 WESTONIA-Rht5
E B D A G C F 108.2 10 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL- 10
E B D HA G C F 104.0 12 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB
E B D HA G C F 102.5 18 LONG COL AUS SELS- 10/VORB
E B D H G C F 101.8 16 EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFQ7
E B D H G C F 98.4 14 EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//VORB
E B D H G C F 97.1 14 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB
E B D H G C F 97.0 1 SILVERSTAR-Rht4B
E D H G C F 93.6 14 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFQ7
E D H G F 93.5 2 SILVERSTAR-Rht13B
E H G F 89.0 2 EBWI10 TALL#1
H G F 86.1 2 SERIM82
H G 84.5 2 EBW11 TALL#1
H 83.0 2 ROLFO7

Medias con la misma letra se consideran estadisticamente iguales. EI LSD fue de 26.

Analisis combinado

En el andlisis combinado los resultados al igual que los individuales

muestran diferencias para las segregantes de las diferentes cruzas (cuadro

4.7).
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Cuadro 4. 7 Analisis combinado paralos ciclos Y10-11y Y11-12.

Fuente GL SC CM F Calculada
Ciclo 1 63.56 63.56 0.89
rep(Ciclo) 2 143.1 71.55

Prof 1 0.15 0.15 0.03
Ciclo*Prof 1 17.3 17.3 3.21
Ciclo*rep*Prof 2 10.77 5.38

Ent 11 15961.46 1451.04 29.55**
Ciclo*Ent 11 720.45 65.5 1.33
Prof*Ent 11 519.47 47.22 0.96
Ciclo*Prof*Ent 11 540.16 49.11

Error experimental 45 1353.88 30.09

Las medias de longitud de coleoptilo no son diferentes de un ciclo a otro,
esto se puede deber a que no se esta considerando una secuencia en cuanto al
historial de seleccién, s6lo se estan obteniendo las medias de las segregantes
en general y no de la familia o subfamilia a la cual pertenecen (cuadro 4.6).
Para este analisis ya no se tomd6 en cuanta la profundidad de siembra, esto
porque la siembra en cada uno de los andlisis individuales no tiene ningun
efecto sobre la longitud de coledptilo, por lo que no fue necesario anexar ese

factor.

Con base a este andlisis se seleccionaron segregantes de las cruzas con
mayor longitud de coledptilo y dentro de ellas las que estan por encima del

promedio, ademas de altura de planta baja sin Rht_1.

Cuadro 4. 8 Promedios de longitud de coledptilo en mm en diferentes ciclos de
seleccién en dos profundidades de siembra.

Segregantes de las cruzas Y10-11 Y11-12
EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFQO7 92.7 94.6
EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//VORB 93.7 95.2
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EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONGCOL- 10 116.6 117.6

EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB 96.0 96.8
EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL-10 113.7 116.0
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONGCOL- 10 110.6 112.7
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLF7 87.7 89.3
EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB 95.0 96.3
EBW11 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONG COL-10 96.5 104.3
LONG COL - 10/VORB 96.9 98.7
EBW11 TALL#1 80.0 82.3
EBW10 TALL#1 71.0 80.0
HALBERT 122.5 125.0
JANS-Rht5 111.0 116.3
LONG COL- 10 105.0 112.4
ROLFO7 80.5 81.8
SERI M82 84.3 84.9
SILVERSTAR-RNt13B 94.5 94.0
SILVERSTAR-Rht4B 89.0 89.3
VOROBEY 80.0 80.0
WESTONIA-Rht5 117.0 113.8

En el cuadro 4.8, se muestran la comparacion de medias de un analisis
combinado de ambos ciclos donde se sembré en diferentes profundidades; las
profundidades no han mostrado diferencias para longitud de coledptilos, en este
caso soélo se muestra que cruzas son las mejores para longitud de coleéptilo, y
LONG COL-10 es el progenitor que se pudo considerar como el mejor donador
de coledptilo largo, ya que el promedio de las segregantes de las cruzas que
tienen como progenitor a ésta linea se mantienen arriba de la media (Cuadro

4.6).

En el analisis del ciclo Y11-12 se observan las segregantes que contienen
a Long Col-10 son mejores para longitud de cole6ptilos ya que en comparaciéon
de medias siempre estan en los primeros lugares para esta caracteristica, y

para el andlisis combinado se encuentran nuevamente las lineas que tienen a
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este progenitor en la comparacion de medias (Cuadro 4.9). Los genes
alternativos estan funcionando perfectamente para aumentar longitud de
coleoptilos sin afectar altura de planta, al combinar los genes alternativos que
no tienen alguna correlacion de la altura de planta con la longitud del coleoptilo

es como se logra esto (Cuadro 4.5).

Cuadro 4. 9 Promedios através de dos ciclos de evaluacion para longitud de
coledptilo

t Grupo Mean N Cruza

A 123.8 4 HALBERT
B A 117.1 8 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//LONG COL- 10
B A 115.4 4 WESTONIA-Rht5
B A 114.9 8 EBW10 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONGCOL - 10
B 113.6 4 JANS-Rht5
B 111.7 8 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//LONG COL- 10
B C 108.7 8 LONG COL- 10
D C 100.4 4 EBW11 TALL#1/WESTONIA-Rht5//LONGCOL- 10
D E 97.8 8 LONG COL- 10/VORB
D E 96.4 8 EBW10 TALL#1/SILVERSTAR-Rht4B//VORB
D E 95.6 8 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//VORB
D E 94.4 8 EBW10 TALL#1/JANZ-Rth5//VORB
D E 94.3 4 SILVERSTAR-Rht13B
D E F 0936 8 EBW10 TALL#1/JANZ-Rht5//ROLFQ7
G E F 891 4 SILVERSTAR-Rht4B
G E F 885 8 EBW11 TALL#1/SILVERSTAR-Rht13B//ROLFO7
G H F 846 4 SERI M82
G H 81.1 4 ROLFO7
G H 81.1 4 EBW11 TALL#1
G H 80.0 2 VOROBEY

H 75.5 4 EBW10 TALL#1

Calculado el porcentaje de aparicion de alelos del total de segregantes
procedentes de dos profundidades de siembra (Cuadro 4.10), sugiere que la
profundidad de siembra en este experimento ayuda a seleccionar mayor

cantidad de segregantes sin Rht_1 que corresponde al alelo X:X , aunque por
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los andlisis anteriores, muestran que los genes alternativos involucrados
tuvieron gran influencia aumentar longitud de coledptilo sin tener relacion

alguna con la altura de planta.

Cuadro 4. 10 Porcentaje de alelos presentes en segregantes F5 de trigo
seleccionados en dos profundidades de siembra.

Prof. De siembra (cm) Alelo Porcentaje
15 X:X 51.9
15 XY 4.5
15 YY 43.6
5 X:X 32.7
5 XY 6.2
5 Y:Y 61.1
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados del presente trabajo y las condiciones bajo las
gue se condujo, se concluye que:

Longitud de coledptilo es una caracteristica dificil de seleccionar en
diferentes profundidades de siembra, entre las cuales no se encontraron
diferencias significativas en este trabajo.

En este estudio la longitud de coledptilo se atribuye mayormente a efectos
genéticos, ya que utilizar un progenitor con coleoptilo largo y seleccionar
genotipos con ausencia de Rht_ 1, permiti6 seleccionar coledptilos
generalmente mas largos.

La presencia de segregantes sin Rht 1 es mayor en las segregantes
seleccionadas a una profundidad de 15 cm, pero por la influencia de genes
alternativos no hay una diferencia significativa para la longitud de coleoptilo.

El mejor progenitor para longitud de coledptilo fue el LONG COL -10, ya
que mantuvo el promedio de las familias donde participd siempre arriba de la

media.
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