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RESUMEN

Siete genotipos de maiz: vs-22, H-28, H-30, H-129, H-
13S, H~311 y HV-313; cada uno con dos origenes de
produccién: INIFAP y PRONASE, fueron evaluados a través de
caracteres fenotipicos de calidad mediante pruebas de vigor
en invernadero asi como del comportamiento fenoldgico vy
componentes del © rendimiento en campo (grow~out) .
Adicionalmente, algunas caracteristicas fisicas en la
muestra primaria de semillas fueron determinadas, en cada

unc de los genotipos y para cada uno de los origenes.

También se verificéd un analisis de pureza varietal a
nivel molecular mediante la técnica de marcadores genéticos
moleculares bagsada en el Polimorfismo de las Longitudes en
los Fragmentos de Restriccién (PLFR's) del ADN gentaico
presente en cada uno de los materiales genéticos , siendo
esto posible unicamente en tres hibridos de Valles Altos (H-
28, H-30 y H-135) en virtud de gque sdélo para tales gdenotipos

se obtuvieron sus lineas progenitoras.

l.os experimentos de campo e invernadero, asi como las
daterminaciones fisicas de las muestras de semilla, se
realizaron dentro de las instalaciones del CEVAMEX-INIFAP-
SARH; en tanto que las determinaciones moleculares se
verificaron en el CIMMYT, bajo la direccién del M.C. Hector

Guillén Andrade



A 'las variables evaluadas en campo e invernadero, se
les ablico por separado pruebas de significancia estadistica
mediante la "t" de student para los origenes de cada

genotipo.

El analisis de 1a calidad genética entre algunos
hibridos de Valles Altos, consideré dos partes:; 1) La
diversidad genética entre los diferentes materiales y 2) la
Pureza varietal presente en cada un‘o de los hibridos
involucrados respecto a sus lineas pProgenitoras
incrementadas por INIFAP. Los resultados mostraron que todos
los hibridos involucrados en el analisis genético mostraron
alelos "extrafios" (alelos presentes en los hibridos pero no
en las lineas progenitoras), siendo el mas contaminado en
todos los casos el origen PRONASE. Los datos de diversidad
genética por andlisis de PLFR's coincidieron con los cuadros

de pedigree de los hibridos manejados.

En las comparaciones de los tratamientos pareados
(origenes diferentes de un  mismo genotipo) hubo
comportamientos diferenciales con significancia estadistica
a excepcion del H-311. Asi mismo se identificod
inconsistencia entre cualidades fisicas favorables de
hibridos de origen PRONASE, y comportamiento de caracteres

ligados a la calidad fisioldgica en campo e invernadero.

ii
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1 INTRODUCCION.

Es sorprendente la transformacién, que ha tenido el sector
agropecuaric a partir de la segunda mitad del presente siglo,
propiciada por el uso de semillas mejoradas (PRONASE-INIA, 1982),
mismas que resumen los avances en la genotecnia vegetal, cuyo

abjetivo es la alta productividad en las plantas (Milton, 1983).

No obstante lo anterior, algunas investigaciones recientes
(INIFAF, 1939), seXalan que en México la adopcidén de dicha
tecnologia semillera es de un escaso 14 7%, lo cual es
cuesticnable, pués al menos en maiz, se han liberado hasta 1991
mas de 150 variedades e hibridos comerciales (M. C. Alejandro
Espinosa C., comunicacion personal). Diversas razones tratan de
explicar este bajo uso de semillas certificadas: sin embargo, es
comprensible que mientras exista inseguridad por la calidad de la
semilla que se distribuye, es péco lo que puede incrementarse en

la utilizacién de éste insumo agricola (Barkin y Suarez, 1933).

Asi pués, la calidad de las semillas se manifiesta como un
punto crucial en la aceptacién de materiales mejorados. Estn
obliga a establecer mecanismos e infraestructura adecuada, gque
permitan mantener las caracteristicas agrondmicas sobresalientes,
a través de las diferentes actividades: primero, dentro del
programa de mejoramiento genético, y luego, dentro del proceso de
multiplicacidén, beneficio, almacenamiento, y distribucién de 1la

semilla.
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Dentro de este Ultimo proceso en muchos casos se incorpora,
a la certificacién, cuyo objeto Principal es el de garantizar el
nivel de calidad fisica, genética, fisioldgica y sanitaria de un
lote determinado de semillas, que no obstante a ser producida en
lugares distintos y afos diferentaes, ostentan la misma identidad
de un hibrido o variedad mejorada. Tal certificacidn de calidad
se lleva a cabo a través de inspecciones de campo y almacenaje; y
le compete al Servicic Nacional de Inspeccién y Certificacidn de
Semilllas (SNICS) . El cual a retomado algunos métodos
proporciorados por la International Seed Testing Association
(ISTA) para evaluar la calidad en las semilas.

-

Comeo lo manifiestan varios analistas de semillas, la calidad
en las semillas es un concepto amplio (Bustamante, 1982) y en el
cual sus componentes no pueden separarse al dictaminar su calidad
total. Sin embargo al inferir sobre al estado de calidad de un
lote de semillas mejoradas a partir de una muestra, es comtn
delimitar los métodos que proporcionan finalmente inferencias por
separado del estado general de excelencia de un lote de semillas
«Dichos métodos resultan relativamente sencillos al evaluar 1la
calidad fisica, fisioldgica y sanitaria; pero no asi para las

determinaciones gendéticas.

De esta manera, para cubrir tal requisito de calidad; el
cual se refiere a la pureza varietal (comunmente asociada a 1la
descripcidén varietal y cohtrol de calidad), tradiciocnalmente en

muchos pPaises miembros de la Unién Internacional Para 1la




Proteccién de las Nuevas variedades de Plantas (UPOV) se ha
utilizado el grow-out (Arus, 1983). Dicho método es de gran
utilidad, sin embargo contempla solamente pardmatros que
describen al fenotipo, v al respecto es nacesario considarar que
el potencial genético no es determinado Unicamente por el
genotipo, generando por ello una madida imperfaecta del potencial

gdenético en las plantas (Guillén, 1992).

En virtud de lo anterior la UPOV ha incursionado en la
utilizacion de marcadores bioquimicos (patrénes isocenzimaticos)
como pruebas complaementarias pPara detaerminar identidad y pureza
varietales v lo cual le ha valido a Suecia para obtener derechos
de patente (Bailey, 1983). Siguiendo esta misma linea, Guillén
{1991) sugiere utilizar los marcadores genéticos en base al
polimorfismo en segmentos de longitud restringida (PLFR's) como
un requerimiento de la certificacidén, pués indica que easta
técnica no es afectada por el ambiente por lc que las variedades
serian siempre uniformes, independientemente del sitio en donde

sean producidas.

En nuestro pais el analisis de la calidad se ha centrado
generalmente hacia la evaluacién de 1a calidad fisica y
fisioldgica, en pParte por la facilidad que implica su
determinacion. Aun cuando en sorgo se han raalizado
ocasionalmente trabajos de verificacién gené'tica en el norte de
Tamaulipas (Rodriguez, 1988), et en maiz, y mediante el presente

trabajo, donde se realiza una determinacidén genética para evaluar



la pureza varietal en tres hibridos de Valles Altos con origen

diferencial.

Ante el Tratado de Libre Comercio y las modificaciones a la
Ley y reglamentos de semillas, diversas empresas incursionan
ahora en el mercado de semillas con los hibridos de INIFAP. Por
lo cual resulta conveniente, a fin de tratar de ofrecer
excelencia en calidad, definir claramente; y antes de la
comercializacién de la semilla, un mecanismo para la verificacién
genética. Propiciando con ello, que ademas de PRONASE varias
empresas privadas y asociaciones de productores ofrezcan semilla

de calidad de los mismos hibridos v variedades mejoradas.

Por todo lo antes mencionado, 1la inquietud del presente

trabajo se basa en los siguientes 1
1.1 OBJETVOS.

1 Definir el nivel de calidad genética en semillas certifica-
das de algunos hibridos de maiz con diferente origen de

produccion.

2) Determinar la pureza varietal, mediante la deteccidn de
semejanzas o diferencias en tres hibridos de valles Altos
con diferente origen de producciéni utilizando marcadores
gendticos moleculares (PLFR's) y marcadores morfofisiolégi-

cos {grow-out).
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3 )" Determinar la calidad fisica vy fisioldgica en semillas
certificadas de seis hibridos vy una variedad mejorada de
maiz, multiplicadas por dos diferentes instituciones:

INIFAP y PRONASE.
Y para lo cual se plantean las siguientes:
1.2 HIPOTESIS.

1} Durante el proceso de multiplicacidn, beneficio,
almacenamiento y comercializacién de la semilla, es factible que
ocurran desviaciones en la identidad genética y variaciones en la
calidad fisica y fisioldgica de la misma por efectos de manejo.
Ello puede ser evidente en algin momento del desarrollo

bioldgico.

2) Las pruebas de verificacién genética en campo (grow-out)
e pueden hacer mis precisas y faciles al incorporar la técnica
de marcadores genéticos basada en el Polimorfismo de las

Longitudes de los Fragmentos de Restricciéon (PLFR's).
I I REVISION DE LITERATURA.

2.1 Antecedentes de la produccidn de semillas mejoradas.

2.1.1 Organismos involucrados en la produccion de semillas

mejoradas en México.



Los albores de la produccién de semillas mejoradas en México
data del aXo de 1933 en que la Sacretaria de Agricultura fundd un
pequero departamento de estacionaes experimentales con jovenes
agronomos mexicanos que recogian muestras de semillas de maiz y
trigo del pais buscando variedades de mejor rendimiento (Reves,

1990).

Posteriormente, cuande en 1943 se crea la Oficina de
Estudios Especiales, se fija el marco institucional para aue en
1945 el gobiernc mexicano y la fundacién Rockefeller inicien un
programa conjunto de investigacién agricola, qQue con el tiempo
produciria la tecnologia ahora asociada a la "Revolucién Verde".
A partir de ese momento se abrieron dos lineas de investigai&n:
ia OEE sa preocupaba por obtener semilla hibrida, en tanto que
los cientificos de las estaciones experimentales (que para 1947
serian el Instituto de Investigaciones Agricolas-IIA-) fijaban su
objetivo en producir semilla de polinizacién libre (Barkin y

Suarez, 1983).

Hacia eneroc de 1947, tomando en cuenta que es el maiz el
alimento basico del mexicano se crea la Comisién Nacional del
Maiz (v gue mAs tarde seria la PRONASE), cuyos objetivos fueron
aumentar los rendimientos mediante el mejoramiento genético vy
difusién de semillas mejoradas. Los resultados fueron buenos,
pero la productividad se estancod v no aumentb significativamente

durante 20 afos (Reves, 1990).



Por otro lado el sector privado figuraba en 1la produccién de
semillas hacia los afios cincuenta de una manera individual vy
anarquica, siendo hasta 1968 cuando se constituye lo que hoy se
reconoce como "Asociacidn Mexicana de Semilleros A. C." (AMSAC)
» que agrupa a los productores comerciantes y técnicos dedicados
al ramo de la investigacion, produccidn, beneficio v

comercializacidn de semillas.

Respecto al sector oficial, en 1961 entra en vigor la ley
sobre Produccidén, Certificacidn, y Comercio de Semillas (SARH-
PRONASE, 1983), que crea al Sistema Nacional de Produccién
Certificacidn y Comercio de Semillas, el cual se. integra de los

organismos y servicios siguientes:

Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA),

actualmente INIFAP.

Comite Calificador de Variedades de Plantas (CCVP).
Registro Nacional de Variedades de Plantas (RNVP).
Productora Nacional de Semillas (PRONASE).
Asociaciones de Productores de Semillas (APS), v el

Servicio Nacional de Inspecciones y certificaciones de

semillas (SNICS).



En resumen, las funciones de cada organismc dantro del

proceso de produccién de produccién de semillas es el siguiente:

INIFAP. - La investigacién oficial para el mejoramiento de
las ' variedades de las plantas, el manejo dal banco de
germoplasma, su multiplicacién y aprovechamiento en ascala

comercial.

CCVP .- Evaluar y calificar las variedades de plantas y
ordenar su inscripcidén o cancelacién en el RNVP, emitir opinion
ante la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos en todos

los casos de importacidén o exportacién de semillas.

RNVP.- Controla la inscripcién y cancelacién de variedades
mediante expedientes y registra los resultados de las pruebas

comparativas de campo de todac las variedades de plantas.

PRONASE.~- Recibir del INIFAP las semillas originales
resultantes de los trabajos de investigacion para la produccién
de semillas basicas, ragistradas, y certificadas; establecer y
operar campos de produccidén para producir, directamente o
mediante la contratacidn de Particulares las semillas
certificadas que establezca en sus programas la Secretaria de
Agricultura y Racursos Hidraulicos; comercializar las semillas
registradas, Promover el establecimiel:lto, organizacion,
funcionamiento y vigilar la operacién de las Asociaciones de

Productores de Semillas, otorgarles asistencia técnica vy



encomendarles praferentemente la produdcioh;' beneficio,

distribucién y venta de semillas certificadas.

APS.- Ser drganos de colaboracién de la PRONASE en la

ejecucidn de los programas de produccidn de semillas.

SNICS.- Llevar los registros de productores, siembras
instalaciones industriales para beneficio y los actos de comercio
interior y exterior de semillas; vigilar' el cumplimiento de las
especificaciones técnicas del proceso; expedir certificados de
origen y calidads; controlar las etiquetas para certificacién v
calidad de las semillas que se importen al pais y 1llevar el
registro de todas las personas fisicas © morales que se dadiquen

a tal actividad.

2.1.2 Marco legal de 1la produccién de semillas mejoradas en

México.

El 15 de julio de 1991, se publica en el Diario Oficial de
la Federacién la nueva Ley sobre Produccién, certificacion y
Comercic de Semillas; que sustituye y complementa a ita emitida en
1961. La reciente Ley considera cuatro capitulos que a

continuacidén se resumen:

Capitulo lo.- Esta ley tregula : 1) Los trabajos de investigacion
para el mejoramiento de las variedades utiles al hombre 2) La

produccion y beneficio de semillas certificadas y verificadas 3)
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La certificacién y distribucién de semillas y 4) La vigilancia de
las normas técnicas. Asi mismo son reconocidos cinco tipos de
semillas originales, basicas, registradas, certificadas vy
verificadas (aquellas provenientes de semillas basicas vy
ragistradas cuva verificacién se realize por emprasas sobre sus
Prorpias u otras que usufructen conforme a normas técnicas de

certificacioén expedidas por la SARH).

Capitulo 20.- La SARH es responsable de la investigacion oficial
de semillas, dal banco de germoplasma (conteniendo semillas
originales propias ¢ de terceros). Las variedades de la SARH
pueden enajenarse a cualquier persona para su multiplicacion y
comercializacién. Las semillas certificadas o verificadas puestas
en circulacién deberan ostentar informacion referente a sus
caractaristicas especificas; ademas no se restringe la
circulacién de semillas aunque no sean certificadas o verificadas
{excepto por cuarentenas). Respecto a la certificacién vy
regulacién de semilla la SARH es la encargada de: certificar el
origen y la calidad de la semilla, expadir certificados con
objeto de exportacién, vigilar normas técnicas de certificacidén y
verificacién, fomentar el uso de las semillas certificadas vy
mejoradas, integrar inventario de equipo para beneficio vy
almacenamiento asi como directorios de productores Yy
comercializadores de semilla. Ademas la SARH tendra a su cargo el
RNVP donde seran consignadas las diversas caracteristicas
tagrénomicas, fisiolégicas, morfoldgicas y bioquimicas) de las

variedades de fplantas asi como las dreas de adaptacidon
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recomendadas. También se considera al CCVP integrado por SARH,
organizaciones de produt;tores, congumidores de semilla e
instituciones de reconocida capacidad para tal efecto; el CCVP
tendra a su cargo: 1) evaluar las variedades para constatar la
informacion ostentada en su comercializacion, 2) emitir
dictamenes técnicos solicitados por 6ARH y 3) actuar como arbitro

en conflictos en materia de semillas.

Capitulo Jo.- Se refiere a infracciones, e indica que la SARH
multard por mil o dos wmil dias de salario minimo a quien
comercialice, distribuya, importe o haga circular semilla que no
corresponda  “sustancialmente" con la informacién comercial
dispuesta por la presente Ley. También multard por mil a diez mil
dias de salario minimo a quien: expida certificados sin apegarse
a las normas establecidas en la presente Ley, ofrezca semilla

certificada o verificada sin satisfacer tal reconocimiento.
Capitulo 40.- Establece un recurso de reconsideracién contra las
resoluciones o sanciones que imponga la SARH y que perjudiquen a
pParticulares.

2.2 Marco conceptual.

2.2.1 Semilla.

Existen diversas definiciones de lo que es la semilla, para

Font Quer (1977), se trata de un embrién en estado de vida



blatente o amortiguado, acompaRado © no de tejido natrico vy
protegido por el episperma. Hartman y Kester(1980), agregan que
el embrién es una nueva planta que resulta de la unidn, durante
la. fertilizacidén, del gameto masculino con el femenino, cuya
estructura basica consiste en un eje con puntos de crecimiento en
cada extrémo, unc para el tallo y otro para la raiz y una o mas
hojas seminales (cotiledones) fijadas en el eje embrionario. Asi
mismo Hess (1980) indica que es un emnbridn estatico rodeado de
endosperma bien formado vy que representa una unidad de
diseminacidn. Por su parte, Pidi {1981) considera que las
semillas <=on dérganos gque despues de pasar un cierto tiempo
inactivas al ubicarlas en condiciones oportunas da humedad,

temperatura y aereacidn reproducen la vida de las plantas.

Por su parte, Moreno (1984) indica que dentro de términos
agrondmicos y comerciales se conoce como semilla a toda clase de
granos, frutos y estructuras mas o menos complejas que se emplean
en las siembras agricolas. Al respecto Gardufo (1985) agrega que
hay que diferenciar la semilla netamente bioldgica (la producida
por la fecundacion de un évulo maduro) de la semilla agricola a
la que deFine‘ como cualquier parte de la planta utilizada para
reproducir un cultive. Esta dltima definicidn concuerda con 1la
que proporcionan Bustamante y Orozco (1986), los cuales

identifican tres definiciones mas, segin sea el punto de vista:



Fisiolégico.~ Es una planta embridnica que consta de dos
Puntos de crecimiento que originan el sistema radicular por un

lado v la parte aérea por el otro.

Botanico.- una semilla verdadera es un O6vulo maduro
fecundado, que poses una planta embridnica, material de reserva

almacenado vy una cubierta protectora.

Legal.- La semilla es una estructura importante, Pués juega
un papel vital no sdélo en el ciclo de vida de las plantas sino
tambien en la agricultura y comercio, forma parte esencial en
el proceso de produccién de los cultivos y es nhecesario que

cumplan con ciertas caracteristicas.
2.2.2 Calidad de la semilla.

E1 concepto de la calidad en las semillas es ampliamente
aceptado como la suma de multiples atributos en ellas (Cadwel,
1962; Thompson, 1979; Bustamante, 1982; Santiago, 1988 y CIAT,
1991); y desde luego ésta definicién se refiere a la utilidad que
tengan para la siembra. Por ello la FAD (1978), nos refiare que
las caracteristicas principales que determinan la calidad de una
semilla son: fidelidad con el cultivar, sanidad, pureza,
contenido de semillas extrafas o de malas bhierbas, poder
germinativo, contenido de humedad, pPesc de mil granos, pesc por

volumen y daXos mecdnicos. Ademds, Carver (1980) seRala como
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factor de calidad al tamafo de la semilla, ya que considera que

la semilla debe estar clasificada por un tamaXo uniforme.

Debido a 1la diversidad de los elementos de la calidad,
algunos de ellos arriba mencionados, y con objeto de evaluarlos,
Bustamante y Orozco (1986) expresan a la calidad como una funcidn

dada por cuatro componentes, teniendo asi la siguiente expresion:

CALIDAD = G + F + 8 + CF
donde :

G = Componente genético .

F = Componente fisioldgico .

& = Componente sanitario .

CF = Componente fisico .

Componente genético.

Este aspecto de la calidad se refiere a la identidad y
PUreza genética que guarda un determinado lote de semillas
respecto a la semilla auténtica y original obtenida por el
fitomejorador (FAO., 1978; Garcia, 1981) ¥y a la que sa le
atribuyen caracteristicas agrondémicas sobresalientes
(Bustamante y Orozco, 1986). En suma , CIAT (1991) menciona que

" la calidad genética constituye el primer componente esencial de



la calidad total de la semilla. De esta manera la importancia de
este componente se cifra en su capacidad de raproducir plantas

con las mismas bondades genéticas a través del tiempo.
Componente fisioldgico.

Esta parte dg la calidad comprende a todos aquellos
atributos que le proporcionan viabilidad a la semilla dentro de
un rango razonable de condiciones tanto de almacenaje como de
campo. Al respecto es necesario indicar que viabilidad significa
el grado en que una semilla esta viva , metabdélicamemnte activa v
Que posee las enzimas capaces de catalizar las reacciones
necesarias para la germinacién de la semilla y amergencia de la

plantula (Pustamante y Orozco , 1986) .

Por lo anterior resulta conveniente aclarar otros dos
conceptos intimamente relacionados con la calidad fisioldgica:

germinacidén y vigor.

ADSA, define la germinacidén como la emergencia y desarrollo
de aquellas estructuras esenciales que de acuerdo a la semilla en
estudio, son indicadores de su habilidad pPara producir una

Plantula normal bajo condiciones favorables (Sayers, 1982).

Por ortro lado, segun Perry (1980), en 1‘977 l1a International
Seed Testing Association (ISTA) emite la siguiente definicion de

vigor: “vigor en las semillas es la suma de aquellas propiedades



que determinan el nivel de potencial de actividad y
comportamiento de una semilla o lote de semillas durante la
germinacidn v emergencia de la plantula”. Por su parte, para
1978 AOSA da a conocer su definicion: "el vigor en las semillas
comprende aquellas propiedades de la semxll; que determinan el
potencial de una rapida y uniforme emergencia y el desarvrollo de
las plantulas normales bajo un amplic rango de condiciones en el

campo”.
Componente sanitario.

Este componente concierne al hecho de que la semilla se
encuentre libre de microorganismos portados en ella. Hongos
bacterias y virus, son los patdgenos mas comunes portados en las
semillas de la mayoria de los cultives. Dichos microorganismos se
pueden encontrar en las simientes como contaminantes (mezclados)
vy asociados superficial o internamente {(Bustamante y Orozco,
1986) . Bustamante (1982)’, agréga que este aspecto se refiere
también a 1la condicién sanitaria en relacidén a presencia de
insectos de granos almacenados. Finalmente Cisneros (1986) resume
qQue la sanidad en las semillas es la ausencia de patdgenos o

pladgas trasmisibles por este medio.
Componente fisico.

Este aspecto involucra al conjuntc de caracteristicas que

refieren el grado de contaminacidn fisica que rresenta una



determinada partida de semillas. Muchos  Organismos e
investigadores (S5AG, 19633 FAQ, 1978; Bustamante, 1982; Moreno,
1984; Hernandez,1985) dentro de este componente coinciden en
citar basicamente a tres elementos como indispensables para
acreditar rasgos de calidad fisica a wur determinado lote de
semillas: a) puréza analitica, b) peso de 1la semilla y <)
contenido de humedad. El1 primero de estos, es el que recubre la
mayor importancia, ya que esta inspeccidén por si misma nos
informa ampliamente de las caracteristicas fisicas de una muestra

representativa de semillas (Barrera , 1986).

El peso de las semillas, que comunmente es asociado con
caracteristicas varietales (FAD, 1978), la cual es expresada como
peso de mil semillas, suele ser en rasumen un indicador indirecto
de las condiciones de produccion de dicha semilla en campo(FAD,

19783 Bustamante, 1982; Garay, 1983).

Respecto al contenido de humedad, la FAO (1978) menciona que
es un factor importante ya que afecta directamente a la calidad
de conservacion., pPuesto que ello indicara si retiene su
germinacién desde su cosecha hasta su siembra (Bustamante, 1982)
. Por otro lado, Tekrony {(1980) agréga que la misma anatomia y
morfologia de la semilla afecta a su componente fisico.
Aungque existen algunos otros pParametros para atribuirle calidad
fisica a un lote de semillas, como el color (Garcia, 1981), el

peso volumétrico, forma, etc., los tres primeros son los



mundialmente aplicados rara efectos del anilisis de la calidad

fisica de una partida de memillas (Moreno, 1984).
2.3 Factores que afectan la calidad de las semillas.

Si se ubica & la semilla como una unidad bioldgica
susceptible a ser dafada en todo instante (Moreno, 1976),se
tendri que ser razonable y admitir que dentro del proceso que
involucra la produccién de una semilla, desde su liberaciéon por
el fitogenetista, hasta la siembra por el agricultor, intervienen
varios factores que determinan finalmente una sola calidad en la
semilla. Dentro de éste amplio rango de factores, existen unos
que no controla el hombre (Brauer, 1973), en cambio otros estan

ampliamente influidos por éste (Tijerina, 1980).

Hasta la fecha diversos estudios (Hunter, 1971; Austin,
1972; Bekendam, 197S; Bean, 1980; Carver, 19806; Hernandez, 198%5;
Tekrony y Egli, 1991} han propuasto condiciones, manipulaciones y
aelementos que determinan en forma directa e indirecta la calidad

en general de cualquier semilla.

Para facilitar el estudic de tales factores es conveniente
dividirlos en dos grandes grupos: 1) Factores que afectan la
calidad de la semilla en el campo, y 2) Factores que afectan a

la calidad de la semilla en la postcosecha.

2.3.1 Factores que afectan la calidad de la semilla en el campo.



Dentro de este conjunto de factores, Cisnéros (1986) hace
una amplia revisidon de ellos, la cual se ha retomado para

resumirlos en el Cuadro. 1.

2.3.2 Factores que afectan a la calidad de la semilla en post-

cosecha.

Dentro de este apartado se hace referencia al conjunto  de
condiciones y manejo que implican , ya no una mejora , sino
exclusivamente un detrimento de 1la calidad de la semilla
cosechada en el campo. Lo anterior se fundamenta en el hecho de
que la semilla se encuentra en su maxima viabilidad v vigor en el
momento que alcanza su maduréz fisicldégica (Hartman y Kester,
1980}, de manera que 10sS procesos que se realizan durante la
cosecha, beneficio y almacenaje, no mejoran la calidad de la
semilla, al contrario s6loc provocan la disminucién de la misma
(Ramirez, 1991); & en el mejor de los casos la consarva. De esta
manera Poey (1991) hace evidentes a tres factores: beneficio,

almacenamiento y comercializacion.

Beneficio.

El beneficio de semillas es wuna parte integral de la
tecnologia de semillas implicada en la transformacidn del
mecanismo gendtico seguido por el productor y genetista en el
mejoramiento de la semilla. Por ello el benaficio de semillas

abarca a todos los pasos comprendidos en la preparacién de la



Cuadro, 1 Fattores que afectan la calidad de 1a sesilla en el canpo (Cisneros, 1986),

,
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- supervisibo técnica




semilla cosechada para su venta {acarreo, desgranado,
pPreacondicionamiento, secado, limpieza, clasificacidn, seleccidn
» tratamiento y envasado). Sin embargo en forma usual el
beneficio representa el prreacondicionamiento, limpieza,

clasificacién y seleccidn de la semilla (Vaughan, 1970).

Es evidente que el benaficioc de las semillas no aumenta la
calidad de las mismas, sino que dnicamente elimina a aquéllas que
Nno reunen los requisitos minimos para su comercializacidn en
términos de semilla de calidad (FAO, 1978). Resumiendo, el
beneficio de semillas tiene como cbjetivo enaltecer la calidad

Sue por si misma porta la semilla y que debe ser:

- de alta pureza fisica.
~ libre de semillas de malezas.

- de alta capacidad de germinacién y vigor.

de un tamafo uniforme.

libre de enfermedades.

- con bajo contenide de humedad.

Almacenamiento.

Una vez seleccionadas y acondicionadas durante el beneficio,
un factor muy importante que influye sobre la calidad de las
semilas, son las condiciones del ambiente.donde se almacenan
{Becerril, 1987 ). En efecto, ya que los lotes de semilla estan

sujetos a pérdidas variables, adicionalmente & las naturales,
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causadas principalmente por factores fisicos, como la humedad
relativa, la temperatura y .la luz del ambiente (Hernandez, 1985);
v por factores bidéticos como la presencia de plagas Que influyen
directamente sobre el vigor fisiolégico de la semilla (Becerril,

1987) .
Comercializacion.

Quizad este es un factor poco pPonderado en la funcién de
calidad de la semilla, sin embargo la adulteracidn de las
semillas ha sido por desgracia una practica comercial muy comun
en Europa, Estados Unidos, México y muchos otros paises (Alvarez,
1980). Asi, es frecuante la mezcla de semillas mids baratas e
ilegitimas de la misma espaecie, asi como de semillas de otras
plantas e incluso hasta de arena tierra y otras impurezas

t(ibidem) .
2.4 Evaluacién de la calidad de las semillas.

Teniendo en cuenta que el objaetivo primario del analisis de
semillas es proporcionar a los agricultores un dictamen sobre la
calidad o valor agricola de la semilla que compran, es necesario
indicar que las metodologias wutilizadas para evaluar los
diferentes componentes de la calidad no resultan mas importantes
que las muestras mismas (Sayers, 1982). Al respecto un documento
amplio para efectos de la determinacién de la calidad fisica y

fisiolégica, es el <que proporciona Moreno (1976). A continuacioén

4



se 'describen las técnicas comUnmente usadas: para evaluar la

calidad en un lote de semillas.
2.4.1 Calidad fisica.
Pureza analitica.

Las reglas de la International Seed Testing Association
{ISTA) establecen que el objetivo del analisis de pureza es
determinar la composicidn en paso de los diferentes elementos de
una muestra, va sean semillas de otras especies o prarticulas de
materia inerte (SAG, 1963). Esto se realiza con el examen de una
muestra de trabajo, cuyo peso se determina segun la semilla del
cultivo. Posteriormente se identifican los componentes y se
clasifican en:

- cemilla pura .
- semilla de otros cultivos .
- semilla de malezas , y

- materia inarte .

El porcentaje de composicidn se determina mediante 1la

siguiente expresidn:

peso del componente (100)

pesc de la muestra



Paso de la semilla.
Este aspecto imPlica dos determinaciones: el Peso

volumétrico y el peso de mil semillas.

El peso volumétrico indica que tan liviana o pesada es una
semilla, referida a un volumen ocupado, para realizar esta
determinacion se utilizan diferentes aparatos tipo balanza. El
mds comUn es el tipo Boerner donde se obtiene por lectura directa

la expresién en kilogramos / hectolitro.

Respecto al peso de mil semillas, indica que semilla es mas
pesada respecto a otra; se determina tomando de la “semilla pura®
repeticiones de cien semillas, pesandolas y calculando su peso &
mil semillas. Es decir de la semillla pura se toma al azar ocho
repeticiones de cien semilas cada una, ensaguida es pesada cada
repeticién y se calcula la varianza, desviacién estandar v
coeficiente de variacion. Si el coeficiente de variacion no
excede a 6.0 para semillas de zacate o 4.0 para otras semillas,

el resultado es correcto.
Contenido de humedad.

Esta determinacidén tiene como obijetivo conocer en peso el
contenido de agua en la semilla (Bustamante, 1982), que esta
intimamente relacionada con: aspectos de calidad fisioldgica,
maduréz de la semilla, capacidad de almacenamiento, longevidad en

el almacenamiento, y dafos diversos
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Segun Bustamante (1982) la determinacién de humedad en .las
semillas puede bhacerse con madidores electrénicos que permiten
cohocer el porcentaje de humedad con rapidéz, va sea con lectura
directa o apoyado con tablas previamenta disefadas. Para tal
efecto se requiere un pesado exacto de la muestra (100 g.) y de
la medicién precisa de su temperatura, para su pPosterior
correccidn, por efectos de ésta. Algunos medidores comupes son
diferentes modelos de Steinlite, Motomco (equipos de constante

eléctrica), Burrows, Universal (equipos de resistencia), etc.

Otro método (norma universal de ISTA) es el de la estufa, en
&l cual la muestra de semilla se somete a temperaturas constantes
{103 *C ¢ 130 "C) durante una o cuatro horas. Al final la pérdida
de peso durante el secado se atribuye como el porcentaje de

humedad.

2.4.2 Calidad sanitaria.

El objetivo de estas pruebas es determimar el nivel de sanidad de
una muestra de semillas con el fin de verificar si cumple las
normas de calidad y proteccidn hacia algun patdgeno especifico, o
Ppara detectar un patédgeno en particular si hay problemas de
emergencia, y en consecuencia para evaluar la necesidad de tratar
la semilla con fungicidas. Las pruebas patolégicas en America no
se han desarrollado al nivel necesario y poco se realizan en los

laboratorios de semilla.
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2.4.3 Calidad fisiolodgica.

Los métodos que tradicionalmente se han disedado para
evaluar éste componente, fijan su objetivo en tres elementos a
saber: viabilidad, germinacidén y vigor. De hecho al evaluar los
anteriores elementos en un lote de semillas sera posible emitir

un dictamen completo de la calidad fisiolégica.

Para evaluar la viabilidad en las semillas se utiliza la
prueba de tetrazolio (Moreno, 1984; CIAT, 1991). Esta prueba se
basa en la evaluacién de la actividad de las enzimas del grupo de
las deshidrogenasas, responsables de los procesos de reduccién en
los tejidos vivos. Utiliza la sal cloruro de 2, 3, S-trifenil
tetrazolio en solucidén acuosa (solucién incolora). Las semillas
son colocadas enteras o cortadas al medio en imbibicién. En las
semillas vivas las deshidrogenasas se encuentran activas vy
raeducen la sal de tetrazolio a un compuesto (formasana) de
coloracidén rojiza, insoluble y estable. En las semillas muertas
las enzimas estan inactivas y los tejidos permanecen incoloros.
La distribucién de areas vivas y muertas en la semilla se puade

estudiar interpretando el color de la semilla.

Respecto a las pruebas de germinacién la semilla es colocada
en condiciones controladas muy precisas consideradas como dptimas
Para la semilla que se esta eaevaluando durante determinados

periodos de tiempo. Las Asociaciones de analistas de semillas
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han dedicado mucho tiempo para identificar la temperatuta,
luminosidad humedad vy rr;étodos de laboratoric que puedan
Proporcionar la maxima germinacién de la mayoria de todas
las semillas. Asi mismo se han establecido critérios para
evaluar las plantulas al final de un periddo especifico y asi
detarminar si poseen las estructuras para producir plantas

normales (SAG, 19633 Moreno, 1976; Moreno, 1984).

La prueba mads comunmente utilizada en maiz es aquella sobre
Papel poroso enrrolladc. Esta consiste en tomar 100 semillas al
azar y colocarlas uniformemente espaciadas entre papel poroso
humedo. Las hojas de papel Poroso son entonces enrrolladas y se
guardan a 25 ° € con 12 horas 1luz/dia. El numero de plantulas
normales, anormales y semillas no germinadas son determinadas
despues de 4 y 8 dias de acuardo con las reglas de la ISTA (SAG,
1963). Se clasifica como normal a la plantula que se encuentra
dentro de las siguientes categorias: 1) plantulas intactas:
plantulas con todas sUS estructuras esenciales bien
desarrcolladas, completas en proporcién y sanas, 2) plantulas con
leves defectos en sus estructuras esenciales, que muestran una
manera diferente de desarrollo balanceado y satisfactorio
comparado <con las plantulas intactas evaluadas de la misma
Prueba, y 3 ) plantulas con infeccién secundaria: plantulas
comparadas con 1 vy 2 arriba mencionadas, perc donde es evidente
que la fuehte de infeccién de hongo o bacteria es distinta a la

semilla progenitora.



Finalmente las pruebas de vigor miden el potencial del
comportamiento de un lote de semillas bajo diversas condiciones
en campo, comparandolas con las condiciones éptimas usadas en una
pPrueba estandar de germinacidn (Hall y Wiesner, 19903 Tekrony vy
Egli, 1991). En este sentido la ISTA (Sayers, 1982) ha creado
varios critérios que deberian ser cumplidos, para poder aceptar
efectivamente una prueba de vigor, éstos son:

repetibilidad.

- correlacién con el campo.
- rapidez.

- obijetividad.

facilidad y simplicidad, y

- economia.

En base a estos requeriminetos se identifican cuatro tipos

de pruebass:

1) Pruebas de crecimiento

Se refieren a la evaluacién de la germinacién o tasa de

crecimiento de la plantula y incluyen la clasificacién del vigor

de la plantula y la medicién del crecimiento en la misma.

2) Pruebas de estrés.



" Aqui los factores de estrés que se espera que reduzcan la
emergencia en el campo se manejan en el laboratorio bajo

condiciones controladas, de esta manera se conduce:

La prueba de envejecimiento acelerado.- Er! la cual las semillas
son anticipadamente envejecidas bajo condiciones de altas
temperaturas y difarentes humedades , para después ser evaluadas

en pruebas estandar de germinacion .

La prueba de frio.- Se realiza en un suelo no esterilizado v
diseRado de tal manera, que se simulen las condiciones frias y de
alto porcentaje de humedad que se PpPresentan generalmente al

inicio de las siembras.

Germinacidén a baja temperatura.- Esta es una prueba estandar de
germinaciédn, que es conducida a temperaturas subdptimas y usada

para algodén y otros cultivos de ciclo de veranc.
3 ) Pruebas bioquimicas.

Este tipo de pruebas es de uso restringido, ya que requieren
fuertes inversiones en equipo, asi como también personal

capacitado, dentro de estas se consignan a las siguientes:

Prueba de tetrazolio.- Esta prueba se basan en la actividad de
las enzimas . Los indices de vigor se obtienen mediante 1la

observacién cercana de los patrénes del tinte y la condicioén
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fisica del embrién . Las pruebas qQue miden la actividad de las

enzimas son usualmente las pruebas de vigor mas répidas .

Pruebas de la tasa de respiracidn.- La respiracién del embrion
es un indice de vigor . Para esto las cemillas son germinadas
midiendo la cantidad de biéxido de carbono producido . La mavor

cantidad de CO 2 indica mayor vigor en la semilla (CIAT,1991).

Prueba de la actividad del &cido glutamico carboxilasa (GADA) .La
enzima desdobla al acido glutamico liberando biéxido de carbono .
Una solucién de 4acido glutidmico es aRadido a las semillas
finamente molidas y la rmantidad de CO 2 que se produce de esta
mezcla en 30 minutos de incubacidén es el indice de actividad de
la enzima presente en la semilla, mediante el cual se estima el

vigor (CIAT, 1991i}.

Prueba de nivel de Adenosi-n trifosfato (ATP) y carga enersgética.-
La prueba se basa en la necesidad de abastecer la energia (ATP)
necesaria en reacciones como la regulacién de la biosintesis de
proteinas durante el proceso de germinacién. La prueba consiste
en poner a remojar la semilla durante un tiempo definido (4~6
hr.) y posteriormente medir el contenido de ATP; con lo que a

mayor cantidad de ATP se obtendra mayor vigor (CIAT, 1991).



4) -Otras pruebas.

Dentro de estaz pruebas se subrrayan algunas modalidades o

combinaciones anteriores y en la cual se hace referencia a otras

caracteristicas medibles:

Pruaba de velocidad de emergerncia y/o germinacion. para Tekrony
vy Egli (1991) el buen establecimiento de plantulas en el campo,
depende de una unifome y rapida 9germinacién y por ende su
respectiva emergencia (que es 1o que realmente se observa). Lo
anterior implica que después de que las semillas han empezado a
germinar, deberan realizarse conteos diarios aproximadamente a la
misma horas la prueba termina cuando se considera que se ha
lograde el méximo de germinacién de las semillas sembradas. La
expresién que nos permite calcular la velocidad de germinacén y/o

emergencia, es la siguiente:z

V.E. = X1 /1 +X2/ 2+ . ..+X/n

V.E. = Velocidad de emergencia

¥i = numaro de semillas germinadas por dia .

n = numero de dias después de la siembra .
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Al final el lote que tenga el mayvor valor ‘de V.G. se. considera

como el was vigoroso.

Pruaba de aguante (de Hilter - Brick Grit).- Esta es una frueba
antigua (Sayvers, 1982), en la cual las semillas son cubiertas por
una capa de pélvo de ladrille esterilizado, el cual representa un
obstdculo mecanico a la emergencia de las plantulas. Con ello la
habilidad para atravezar dicha capa sera urna medida indirecta del

vigor de las semillas.

Prueba de estrés osméotico.- Esta prueba se disefo para hacer
garminar a las semillas en diferentes condiciones extrémas de

humedad .

Pruebas de cambios en la permeabilidad.- Cuando la semilla se
deteriora o se daRan las membranas celulares, ésta pierde
divarsas sustancias solubles en el agua porque sus membranas no
tienen permeabilidad selectiva. La permeabilidad puede ser medida
entonces remojande las semillas en agua destilada y luego

midiendo la resistencia eléctrica del agua.

Prueba de conductividad eléctrica. Representa la medicidn directa

de la conductividad eléctrica, cuando es cclocado un lote de



semillas en agua destilada a 20 * € deduciendo que a mayor
conductividad eléctrica es mis vigoroso como resultado de una

mayor actividad metabélica.

2.4.4 Calidad genetica.

Antiguamente las pPruebas de pureza varietal resultaban
sancillas debido a que existian menos variedades y porque las
diferencias entre ellas resultaban completamente evidentes
(Bustamante, 1982). Sin embargo con el desarrollo del
mejoramiento de las plantas, actualmente se hace imperioso tener
nuevas y mejores técnicas para pPoder identificar a las diferentes

nuevas variedades (Irastorza, 1991).

De esta manera los métodos para evaluar la pureza genética
han cambiado radicalmente de simples observaciones visuales de
semillas vy Pplantulas a pruebas de campo y laboratorios
bioquimicas, citoldgicas y moleculares (USDA, 1988). Sin embargo
habra de reconocer que hasta la fecha muchas pruebas siguen
siendo validas debido a las carcteristicas de cada cultivar, como
resulta el caso de los grow-out (Arus, 1983), pués es casi
imposible obtener variedades reproducidas sexualmente de absoluta
uniformidad en todos los caracteres del fenotipo. Por otro lado y

dentro de la practica cabe afirmar que es preferible dar mayor




importancia a los caracteres acondmicos que a una uniformidad
absoluta (Orozco, 1986). Lo anterior cobra sentido cuando
asumimos que un fenotipo es la resultante del efecto genético,
ambiental vy de la interaccién de ambos, Pues la pureza genética
no indica necesariamente homocigocis, sino que en realidad la
semilla multiplicada reproduzca fielmente el fenotipo
caracteristico de cierta variedad (Brauer, 1973). Con base a lo

indicado se destacan tres tipos de pruebas:

1) Métodos de laboratorio.

Aplicacién de 1ldz ultravioleta.- Se basa en la medicién de
respuaesta de algunas especies que fluorescen bajo este tipo de

luz (Bustamante, 1982).

Prueba de ferol y de otras sustancias quimicas (perdxidos e
hidréxidos de potasiol.- Se basa en la respuesta de teRido en
cuanto a la intensidad diferencial que presentan algunas semillas

(Bustamante, 1982).

Marcadores 9genéticos.- estos, son diferencias fenotipicas
controladas genéticamente. La utilidad practica que han tenido,
es la deteccidn de eventos de recombinacién (Stuber y Goodman,
1986; Melchinger et al, 1990; Lee et al, 1989; Godshalk et al,
1990), reconocimiento da genotipos (Arus, 1983; Bailey, 1983;

Riedel et al, 1990; Smith y Smith, 1991 y Dudley et al, 1991) vy
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mapeo genético en muchas especies (Saghai-Maroof, et al, 1984;
Smith et al, 1985; Frediani et al, 1987; Smith y Smith, 1988;

Vaquero, 1990 y Melchinger et al, 1991).

Basados en la forma y el nivel en que los genes pueden ser
detectados, los marcadores moleculares pueden ser divididos en
dos clases: marcadores bioquimicosz isoenzimaticos y marcadores
basados en el polimorfismo de las secuencias de longitud

restringida (PLFR's).

Para el primer caso, los marcadores isoenzimaticos, han
dejado claro lo eficdz que resultan para diferenciar genotipos
estrechamente relacionados (Tanksley y Orton,1983). incluso para
la obtencién en derechos de patente (Bailey, 1983). Para estudiar
las iscenzimas se utiliza la técnica de electroforesis (USDA,
1988), la cual descrimina por peso molecular y punto isoeléctrico
(parametros relacionados con la constitucién de aminoadcidos, que
reflejan la diversidad genética asociada); enseguida la cantidad
de enzima se revela por medio de reacciones especificas de
tincidn, dando bandas que forman un zimograma el cual constituye

el "figer-print" o huella genética.

Respecto a los marcadores genéticos que utilizan el polimorfismo

en las longitudes de los fragmentos de restriccién (PLFR's)



pueden distinguirse dos grandes aplicaciones potenciales. La
primera abarca a la determinacion de relaciones genéticas, que
incluye identificacién varietal, proteccidn de derechos de
mejoradores y determinacién de parentescos. La segunda area de
aplicacion es la identificacién y mapeo de loci que afectan a
rasgos cuantitativos, asi como para rastrear dichos loci en
programas de intrograesion o seleccién de especies vegetales en el
mejoramiento de plantas (Soller y Beckemann, 1983; Lee et al,
1989; Godshalk et al, 1990; Melchinger et al, 13905 Smith y
Smith, 1991; Melchinger et al,1991). Asi mismo Guillen (1992),
indica que esta inovacidén tecnologica representa la herramienta
mas sensible para detectar diferencias a nivel de ADN: vy que
inevitablemente sera instrumental para establecer identidad de
lineas, certificacién de variedades, derechos de patentes,
analisis de pedigree vy pureza genética; ya que con pocas sondas
{pruebas clonadas de ADN) se puede obtener la caracterizacidn de

diferentes genotipos.

Egsta técnica consiste en el aislamiento del ADN de la planta
(comunmente a partir de hojas); este, es cortado con una enzima
de restriccion y se fracciona de acuerdo a su tamaRo mediante
electroforésis en gel de agarosa. Luego los fragmentos de ADN se
transfieren a una membrana de nylon donde se inmovilizan, una vez
ahi, se hibridan a una sonda marcada con isotopos radicactivos o
no radiactivos (biotina), que permite visualizarlos mediante una

autorradiografia (Hoisington, 1992).
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Este tipo de marcadores presentan seis propiedades que los
hacen ser ideales com‘o herramienta complementaria del
fitomejorador y la tecnologia de semillas: no deletéreos, ubicuos
(Permitiendo cubrir todo el genoma), alto nivel de polimorfismo,
dateccion eficiente de variabilidad, codominancia y no son

afectados por el ambiente (Kochert, 1990).

2) Métodos de invernadero o camara de crecimiento .

Estos se basan en caracteres diferenciales de las especies o
variedades y que puaden observarse en semilla o en estado de
plantulas por 1o tanto dichos métodos incluyem la observacién
visual de 1las semillas, basado en sus carateristicas propiass; vy
la observacién visual de las plantulas, en cuanto a rasgos
distintivos durante su germinacién y emergencia, como color del
coleoptilo, pubescencia' de la primer hoja, color dal hipocotilo y

otros.

3) Observacion da ensayos an campo.

Este €5 un método que perdura y silgue siendo el mas
utilizado a nivel practico, se refiere al sembrado de muestras

reprasentativas da un lote de semillas, en pParcelas de campo y
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observacidn de las caracteristicas de las plantas , tanto

mor folégicas como fisioldgicas, durante todo el cicloc vegetativo
(CIAT, 1983). A este tipo de pruebas se les denomina grow-out
{Arus, 1983).
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IXI MATERIALES Y METODOS.
El prasente estudio se divididé en cuatro partes:
la.- Evaluacion de la calidad fisica de las semillas.

2a.~ Evaluacién de la calidad fisioldgica de semillas, mediante

Pruebas de vigor en invernadero.

Ja.- Evaluacién de la pureza varietal mediante el comportamiento
fenolégico v las componentes de rendimiento en campo. |

4a.- Evaluacién molecular de la pureza varietal mediante (PLFR's)

Parte del estudio, se realizd dentro de las instalaciones
del Campo Experimental del Valle de México (CEVAMEX-INIFAP-SARH).
La 4a parte se verificd en las instalaciones del laboratorio de
Genética Mclecular en el Centro Internacional de Mejoramiento de

Maiz y Trigo (CIMMYT).

A continuacidon se precisan los materiales vy métodos

utilizados en cada una de las fracciones del presente estudio:

3.1 Evaluacién de la calidad fisica de las semillas.

3.1.1 Material genético.

14 muestras primarias de un kilogramo de semillas, que

representaron a cada uno de los materiales genéticos mostrados en

[ERIP VRN
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el Cuadro. 2, fueron proporcionados por la RED DE TECNOLOGIA DE
SEMILLAS del CEVAMEX, a la cual se le depositaron después de un
muestreoc a las bodegas de 1los origenes involucrados, y donde

participaron técnicos de PRONASE, INIFAP y SNICS.

Cuadro, 2 Caracteristicas generales de lus genctipos de maiz utilizados en el presente estudio,

GENOTIPO ORIEEN BE  PRODUCCION TIPD DE MATERIAL  ARER DE ADAPTACION
in5.0.0,)
ve-22 IKIFAP  SANTA LUCIA 89 VARIEDAD SINTETICH 2200-2500
v§-22 PRONASE CUAPTAXTLA  Ba VARIEDAD SINTETICA 2200-2500
Hf!! INIFAP  CHAPINGD 88 HIBRIOO DOBLE 2200-2600
H-28 FRONASE  TOLUCA B8 HIBRIDD DDBLE 2200-2600
#-30 INIFAP  CHAPINGD BY HIBRIDD DEBLE 2200-2600
) u-io PRONASE CUAPIAXTLA  B5 HIBRIBD DOBLE 2200-2800
H-129 IRIFAP CHRPIN‘EO 8% HIBRIOD DOBLE 2200-2350
H-129 PRONASE  CUAPIAXTLA B85 HIBRIOD DOBLE 2200-2350
H-138 INIFAP LA VIRGEX 4] HIERIDD TRILIKEAL 1700-2200
H-135 PRONASE  CORTAZAR 89 HIBRIDD TRILIKEAL 1700-2200
H-3t INIFAP  NESTIPAC 88 HIBRIDO DOBLE 1206-1800
H-31 PRONASE  PUEBLA i KIBRT00 DEBLE 1200-1800
HY-313 INIFAP  NESTIPAC 8% HIBRIDA VARIETAL 1200-1800

HV-383 PRONASE  AXECA 8 HIBRIDD VARIETAL 1200-1800
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3.1.2 Variables medidas.

Pureza analitica.

Este analisis consistié en pagsar 100 gr. de la muestra
primaria de semillas, separando en semilla pura (aquellas
semillas que mostraron sus estructuras completas y en buen
estado) e impurezas, en ésta ultima, se incluyd a: fragmentos de
estructuras de semillas, basura, tierra y en general cualquier
material extra®o, al final ambos separados se expresaron en

rorcentaje de composicidn.

Peso de mil semillas.

De la semilla pura, se contaron ccho repeticiones de 100
semillas cada una, se obtuvo el peso promedio, y se multiplico

por 10, dando asi el peso de mil semillas en gramos.

Peso volumétrico.

Para ésta determinacién, toda la muestra primaria se mezcld
y separd a través de un separador Boerner, obteniendo dos
muestras, enseguida parte de ambas muestras se pesd en una
balanza volumétrica Boarner, donde se obtuvo por lectura directa

el peso volumétrico en gramos por litro.

Tama®o de semilla.



Con ayuda de tres =zarandas cuadradas (30 cm. por lado) con
diametros de orificio diferentes (0.6, 0.7, y 0.8 cm.), se
obtuvieron tres tamafos: chico mediano y grande; esta separacion
fué sdbdlo por didmetro de semilla ¥ no por longitud. Al final cada

tamaRo se expresd en porcentaje de composicidn de la muestra.

3.2 Evaluacién de 1la calidad fisioldgica de las semillas,

madiante pruebas de vigor en invernadero.

3.2.1 Material genético.

Estuvo constituido por los 14 genotipos consignados en el

Cuadro. 1

3.2.2 Preparacién del sustrato.

Para efecto de brindar mayor homogeneidad dentro del
invernadero, con respecto al sustrato utilizado se realizé una
mezcla que coneistid de tierra, arena y materia organica con una
proporcidn de 7:5:4 respectivamente. La mezcla se desinfectd con
bromuro de metilo durante un tiempo de 48 horas; finalmente el
sustrato fue distribuido en 4 bancales de 3 metros cuadrados y

0.6 metros cubicos.

3.2.3 seleccién y siembra de la semilla.



Se realizé una seleccién de la semilla a utilizar mediante
zarandas, obteniendo un tamaXo intermedioc de 0.7 cm. de diametro.
Como la seleccidn sélo fue a través de orificios redondos solo se

separa por diametro.

Se efectuaron cuatro siembras, cada una de ellas incluia
S50 semillas por origen de cada hibrido o variedad, todas las
semillas se introdujeron a una misma profundidad de 1¢ cma,
teniendo una distancia entre hileras de 8 cm., y entre plantas

de S5 cm.

Las siembras fueron escalonadas, la primera de ellas sz
efactud el dia 6 de mavo, la segunda el 8, la tercera el 10 y una

ultima siembra el 13 de mayo; todas ellas durante 1991.

3.2.4 Variables analizadas.

Velocidad de emergencia (VE).

Esta variable indica la rapidéz con la cual van apareciendoc
los coleoptilos de las platulas de maiz sobre la superficie del
sustrato; para tal efecto, se realizdron conteos diarios y a la
misma hora desde el momento en que empiezan a emarger.
Posteriormente, con los datos diarios del numero de plantas
emergidas se determind la velocidad de emergencia aplicando la

siguiente expresioén:
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donde =

V.E. Velocidad de emergencia .

Xi- = ndmero de plantulas emergidas por dia .

n = namero de dias despues de la siembra .

La cosecha se realizé a los 25 dias a partir de la siembra
para cada una de ellas. Durante esta etapa las plantulas fueron
extraidas con ayuda de cuchillas de lamima rectangulares (10 x 20

cm.) y procurando no daRar algun 6rgano de la pliantula.
Porcentaje de germinacion (GER).

El mismo dia de la extraccién de las plantulas, en cada
tratamiento, se contaron aquellas que tenian radicula y plamula
bien desarrollada (adn las no emergidas), determinando con ello
el porcentaje de germinacién (Moreno, 1976), mediante la

siguiente relacidn:

No. de plantulas normales (100)

Porcentaje de gerrminacion =

No de semillas sembradas .

A continuacién en cada una de las’ repeticiones, las
plantulas normales por tratamiento fueron seccionadas en tres

partes: parte aérea, raiz y residuos de semillas. Cada conjunto



de estos elementos fué depositado en bolsas distintas de papel
(con algunas perforaciones), de tal manera <que al final se
obtuvieron tres bolsas de papel por cada tratamiento, las cuales
debidamente etiquaetadas fueron colocadas al interior de una

estufa, la cual se mantdvo a 75 * C durante 24 horas.

Posteriormente se determinarcon los siguientes parametros:

Peso seco de la parte aérea (PSPA).

A los 26 dias de la siembra, se determind el pesco séco de la
parta aéraea en gramos. Como el numero de plantulas cosechadas

fué variable, el PSPA se ajusté a S0 plantulas mcdiante la

siguiente relacion:

Peso obtenido de plantulas cosechadas (S50)
PSPA =

No. de plantulas cosechadas

Peso seco de raiz (PSR).

En éta variable se siguid el mismo critério de ajuste tomado
para PSPA, a fin de inferir un peso de raiz en 50 pldntulas. Esta
determinacién se hizo a los 26 dias y con ayuda de una balanza

granataria para expresar los diferentes pesos en gramos.

Peso séco de los restos de semilla (PSRS).
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El pesc del conjunto da restos de semilla por tratamiento,
también fué ajustado, bajo el criterio usado en el PSPA, pero en

este caso el peso final se obtuvo en miligramos.
Indice de aficiencia (IEF).

Este indice indica la utilizacién de nutrinentos portados
en la semilla, y encaminados a una mayor cantidad de mataria
seca (expresada en los pesos de la parte aérea y de la raiz).

Para generar esta variable se utilizaron otras, de la manera

siguiente:
(MS/PL) (100)
IEF =
PSC
donde :
IEF = Indice de eficiencia
MS/Pl. = Materia seca por planta
MS/PL. = PSPA + PSR
PSPA = Peso seco de la parte aérea
PSR = Peso saco de raiz
PsC = Peso seco consumido
PsC = PIS - PSRS
PIS = Peso inicial de semilla
PSRS = Peso séco de restos de semilla

Materia séca por planta (MS / PL).
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Esta variable es generada a partir de la suma del peso séco
de la parte aérea y del peso seco de la raiz de las plantulas
emergidas y dividida entre el nimero de ellas. Al final esta

variable se expresa en miligramos.

Peso séco consumido (PSC).

Esta variable, la cual se expresa en miligramos, indica la
cantidad de nutrimentos que fueron consumidos (inferida por la
pérdida de pesc) durante la germinacidn y emergencia. Se obtiene
ajustado el peso de los restos de semilla v restandolo del peaso

inicial de las 50 semillas sembradas.

3.2.5 Disefio experimental.

El diseRo experimental utilizado fué el de tratamientos
pareados (Steel y Torrie,1990), con cuatro repeticiones. Cada par
de tratamientos estuveo integrado por dos origenes de produccidn

(INIFAP y PRONASE} de un mismo genotipo,.
3.2.6 Analisis estadistico.
A cada uno de los pares de tratamientos y para cada variable

involucrada, se le aplicd el criterio de la prueba "t" de

student.



3.3 Evaluacién de la pureza varietal mediante el comporta-
miento fenoldgico y las componentes de rendimiento en cam-

PO (grow-out).
3.3.1 Material genético.

El material genético, al igual que para las pruebas de
invernadero, estuvo integrado por dos grupos bien definidos de
los siguientes genotipos: VS-22, H-28, H-30, H-129, H-135, H-311
y HV-313 el primer grupoc correspondid al origen INIFAP y el
segundo al origen PRONASE. En el Cuadroa. 2 se puede apreciar que
los materiales antes mencionados difieren tanto en aXo como en
lugar de produccidn (origen diferencial), asi mismo se incluyen

genotipos para riego y temporal.
3.3.2 Caracteristicas del sitio experimental.
Ubicaciodn.

Este exPerimento de campo se establecidé en las instalaciones
del Campo Experimental del Valle de México (CEVAMEX), el cual se
ubica aproximadamente a los 19" 29' de latitud norte v a los 98°

33' de longitud ceste , y a una altitud de 2240 msnm.

Clima.



Segun el sistema climatico de Koppen modificado por Garcia
{1973), el 4&rea de influencia del CEVAMEX adopta el clima
correspondiente al: C (Wo) (W) b (i') 9. Cuya descripcioén
corresponde a templado subhimedo con régimen de lluvias en
verano, con oscilacidn térmica entre S y 7 °C, con presencia del
mes mas caliente antes del solsticio de verano; y con una

precipitacién media anual de 680 mm.
Caracteristicas edaficas.

El suelo presenta textura arcillo-limosa; con pH de 6.8; el
contenido de materia organica es regular; con mediano contenido
de nitrogeno; es rico en fésforo asimilabie y su contenido de
potasio, calcio y magnes.io intercambiables es rico; no presenta
problemas de sales solubles ni de carbonatos alcalinotérreos

(Carvantes ,1990).
2.3.3 Manejo del cultivo.
Siembras.

La siembra ze aefectud el dia 18 de abril de 1990 dentro del
ciclo primavera-verano, bajo el sistema de "pala", depositando 4
semillas por sitio de siembra y a una distancia entre matas de 50
cm, pPosteriormente se hizo un aclareo para dejar solo tres

plantas por mata.



Fertilizacion.

Sa efectud una fertilizacién al momento de la siembra bajo
la dosis S50-50-~50, y otra en la segunda escarda a los 45 dias de

siembra con la dosis 100-00-00.
Escarda.

Se realizaron dos escardas con tractor, la primera fué a los

15 dias de sembrado y la segunda a los 45 dias.
Riegos.

Se practicéd sélo un riego de auxilio, siendo déste dos dias

antes de la siembra.
Control de malezas.

El control de malezas se realizé tanto quimico como manual.
Dentro del primero, se aplicéd el herbicida Primagram a razén de 2
1t/ha. al siguiente dia de la siembra, también a los 8 dias de
siembra se asperjo una solucidén de Hierbamina + Gezaprin-S0 con
una dosis de 1Lt/1kg/ha respectivamente. De manera adicional se
practicaron dos deshierbes manuales uno a los 45 dias y otro a

los 60 dias de sembrado.

Control de plagas.
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S@ aplicé el insecticida de contacto-sistemico Nuvacrén-60 a

los 40 dias de sembrado para el control del gusano cogollero

(Spodoptera frugiperda (J.L. Smith)).

Cosecha.

La cosacha sa realizdé a los 221 dias de la siembra,

cosechando los dos surcos centrales de cada unidad experimental vy

cosechandose manualmente.

3.3.4 Variables analizadas.

Rendimiento dea grano (REN).

El rendimiento da grano sa estimé considerando una humedad

comercial del 14 %, y utilizando la ecuacién propuesta por el

CEVAMEX para tal fin:

REN

donde
REN
P.C.
% MS
% GR

F.C.

L{P.C.) (% MS) (% GR) (F.C.»]

8600

= Rendimiento de grano con 14 % de humedad

Peso himedo o de campo
Porcentaje de materia seca
Porcentaje de grano por mazorca

Factor de correccién para obtener rendimiento por



ha.s éste se obtiene dividiendo 10000 entre la

superficie de la parcela util.

Area foliar (AFO0).

Esta variable se determind en la lamina foliar
correspondiente al nudo inmediatamente por arriba de la mazorca

superior y conforme a la ecuacion propuesta por CIAT (1983) 3

AF0 = L x A (0.75)

donde :

AFQ0 = Area foliar

L = Longitud de la lamina foliar

A = Ancho de la lamina foliar

Acame (ACA).

Su determinacidén, consistié en contar el numero de plantasz
acamadas (aquellas que se pPresentaron completamente caidas)? al
momento de la cosecha y deduciendo su proporcidon en porcentaje

respecto al nimero total de pléantulas de la parcela Gtil.

Altura de planta (ALP).

Se midié la distancia en centimetros desde la superficie del

suelo hasta el punto de insercién de la espiga sobre el tallo de

la planta de maiz.



Altura de mazorca (ALM).

e midié la distancia en centimetros del punto de insercién
de las raices hasta el nudo donde se produce la yema axilar que
da lugar a la mazorca superior.

No. de hojas (NHO).

Se conté el numero de hojas total presentes en el tallo
desde la base de la planta hasta el punto da insercién de la
@sPiga.

Dias a floracién masculina (FMAS).

Fué el numero de dias transcurridos desde la siembra hasta
alcanzar el S0 % de fioracion masculina ¥y a la cual se le
consideré como su estado de antesis.

Dias a floracion femenina (FFEM).

Fué el numero de dias transcurridos desde la siembra hasta

alcanzar el S0 % de floracién femenina, identificandose por la

presencia de estigmas fértiles.

Longitud del eje central de la panoja (LEC).
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Se determins en centimetros, midiendo la longitud total del
eje central de la espiga (Ranocja) desde la insercidn de la planta
hasta el extremo apical del eje.

Namero de ramas secundarias en la pahoija (RAS).

Se contéd el total de ramas secundarias en cinco pPlantas
tomadas al azar, sacando con ello un promedio por tratamiento en

cada repeticion.
Cantidad de mazorcas podridas (MPO).

Esta variable se deterniné al momento de la cosecha,
contabilizando el numero total de mazorcas pPodridas por Parcela
util y deduciendo su proporcién en porcentaje respaecto al numero
total de mazorcas cosechadas.

Longitud de mazorca (LMA).

Posterior a la cosecha, se eligieron al azar cinco mazorcas,
a las cuales se les determiné su longitud en centimetros con
ayuda de forcipulas rusticas.

Diametro de mazorca (DIM).

A las mazorcas mustreadas se les determiné su diametro

central en centimetros, auxiliandose para ello de un verhier.
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Hileras por mazorca (HPM).

Se obtuvo de la misma muestra de cinco mazorcas contando las

hileras de cada mazorca para generar un promedio de ellas.
Numero de granos por hilera (GPH).

Se detarminé contando los granos de cinco hileras por cada
una de las mazorcas muestreadas y deduciendo un promedio para

cada tratamiento en cada repeticiodn.
Porcentaje de materia seca (% MS).

Se desgrand una muestra de cinco mazorcas y se determind el
porcentaje de humedad (pesando 100 gr. del grano mezclado) con un
determinador eléctrico "Stenlite"; en base al porcentaje de
humedad y ~on ayuda de tablas va preparadas para este efecto se
determind la cantidad de materia seca en porcentaje mediante la

siguiente ecuacion:
Porrcentaje de Materia Seca = 100 - %Z de Humedad
Cantidad de grano por mazorca (CGR).
Esta variable se determindé a partir de':inco mazorcas, las

cuales se pesaron, se desgranaron y al final se peso por separado

al conjunto de olotes y al total de grano obtenido; después se



obtuvo en porcentaije la proporcién que ocupd el grano respecto de
la mazorca.

Peso de 200 granos (P200}.

En cada wuno de los tratamientos se tomd una muestra de las
cinco mazorcas desgranadas, se contaron 200 granos y Se pesaron

con ayuda de una balanza granataria, @l peso se obtuvo en gramos.
Peso volumétrico (PEVO).

El arano obtenido al desgranar las cinco mazorcas fué
mezclado en un mezclador Boerner, luego se obtuvo un volumen de
un litro de grano con ayuda de una balanza Boerner v al final

dicho volumen fué pesado en una “bascula de relog" Pigore.
Didmetro de olote (DIO).

De 1los olotes obtenidos al desgranar las cinco mazorcas se
midio er centimetros su diametro central, procediendo a deducir

un promedio para cada tratamiento en cada repeticidn.
3.3.5 DiseRo experimental.

El disefo experimental utilizade fué el de tratamientos
pareados con cuatro repeticiones. Los tratamientos pareados
fueron formados por dos origenes da produccién (INIFAP y PRONASE)

de un mismo genotipo.



Parcela axperimental.

Estuvé integrada por 56 unidades experimentalas de 17 metros

cuadrados cada una, generandc uan superficie de 952 m2.
3.3.6. Analisis estadistico.

A cada uno de los tratamientos pareados y para cada variable

involucrada, se le aplicé el criterio da la prueba "t" de student

3.4 Evaluacién molecular de la pureza variatal.

3.4.1 Material genético.

Esta parte del estudio, unicamente incluyé a los hibridos de
maiz H~28, H-30, H-135, en virtud da qua s6lo se contaron con

los progenitores de estos genotipos.

Para cada uno de los hibridos, se incluyeron dos origenes:
INIFAP vy PRONASE, asi como el conjunto de lineas progenitoras de
tales genotipos (estas ult.imas sélo incluyeron a las
incrementadas por el Programa de la Red de Tecnologia de Semillas
del CEVAMEX). En el Cuadro. 3 se indica la genealogia de los
hibridos utilizados en esta determinacién molecular de la pureza

varietal.



Cuadro, 3 Genealogla de tos hibrides de malz de origen INIFAP v PROMASE
soaetidos a andlisis de PLFR's

HIBRIDG GENEALOBIA LINEAS
H-26 4 CHi7 « K18) X (N5 x MI8Y] Mi5 = Mich 21-28
Bis = Hex39 Coapt x C{Mich21-
2001-29-2

W17 = Hich21 Coapl-27-2
M8 = Hich 21 Compi-1-7-2

H-30 [N27 x N2B) X 829 x W3O)] H27 = Hich21 Coepl-183
Nich21-18§-14-}
Nich2!-88-3-3
H30 = CR-439
H-135 (4832 x B3N] 1 (M35H) B32 = H333-243-4-10

B3 353-363-7-2
KIS = H60-10-3

' Este orden de cosbinacidn ey inverso, v PRONASE eultiplica el H-28 en arden directo,
s decir: (=15 x W-1h) x (N-17 x N-18,

3.4.2 Colecta y acondicicanmianto del material vegetativo.

Se eligieron ocho plantas al azar del cultivo en ple da los
hibridos H-28 y H~30 , siendo para el 135 ,sélo cinco plantas ,
en todos los casos se incluyeron los dos origenas involucrados:
ademas, de las lineas progenitoras se muestrearon cinco
individuos. De cada planta se cortaron dos hojas juvenilas,
intermedias y completamente sanas, a las cuales se les elimino la
nervadura central. Asi las hojas muestra fueron manejadas en
bolsas de malla de fibra de vidrio y congeladas a una temperatura

de -176 ° C mediante la aplicacidn de nitrdgeno 1liquido,



o
g

posteriormente se liofilizaron durante 72 hrs.,luego se molieron

y finalmente se almacenarcn a -20 * C.

3.4.3 Aislamiento vy Cuantificacién del ADN Gendmico.

La extraccion del ADN gendmice de cada muestra se realizéd
utilizando de 300 a 400 mg9 de tejido molido, aplicando el método
de Saghai-Maroof et al, (1984), la extraccién se hizo con etancl.
La cuantificacién del ADN se 1llevé a cabo mediante un
espectrofotometro de 1luz ultraviocleta, detarminando de esta

manera la cantidad y calidad del ADN.

3.4.4 Digestiones de restriccién del ADN gendmico.

De cada una de las muestras se digirieron 10 pg de ADN, se
prepard una mezcla de reaccién sobre hielo con todos los
componentes indicados en el Cuadro 1A, para esta mezcla, 1la
enzima se agegd al ultimo. Se prepararon tubos con una alicuota
de 300 Ul, se mezclaron vy se incubaron a 37 * C durante 3 a 4
hrs. El ADN finalmente se reprecipité con etanol. Daspués se
agregaron 20 #l de TE y junto con S5 pl de colorante SGB 5SX se
mezclé perfectamente; posteriormente la separacion de los
fragmentos de restriccion se realizé mediante electroféresis en
gel de agarosa al 0.7 %, el corrimiento del gel se verificd

entre 15 y 17 hrs. aproximadamente y a 20 mAmps.

3.4.5 Transferencia del ADN gendmico a membranas de nylon.
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El ADN fragmentado en el g9el se deshaturalizdé durante 30
minutos en NaOH (8.4 N} y NaCl (0.6 N), siendo el volumen de Ia
solucién tres veces la del gel, la neutralizacién se llevé a cabo
durante el mismo tiempo, perc en una solucidn de TRIS (0.5 M) pH

7.5 y NaCl (1.5 M).

La transferencia del ADN del gel a la membrana de nylon sa
llevd a cabo durante 16 a 18 hrs. transcurrido este tiempo se
checd bajo luz ultravioleta que el gel no conservara ADN. Llas
membranas Se secaron al aire durante 15 a 30 minutos, después en
luz ultravioleta y finalmente en una horno a 95 ®* C por espacio
de 3 a 4 hrs. Como se usaron por primera vez fué necesario
lavarlas durante 30 a 60 minutos a 65 ° C en SSC (0.1X) y SDS
{0.1 %) en agitacién constante. El buffer se calentd a 65 ° antes
de colocar las membranas; posteriormente las membranas se secaron

al aire y se gurdaron en bolsas de plastico adherente a 4 = C .

3.4.6 Amplificacion y marcaje del inserto del plasmido.

Se prepard una mezcla de reaccidn conteniendo todos los
componentes que se indican en el Cuadro 2A, a excepcidn del
plasmido, agregando 20 ul de la mezcla a cada tubo vy
posteriormente se agregaron S pl de plasmido, se mezcld y se
centrifugd brevemente, adicionalmente se colocaron 25 pl de

aceite mineral ultrapuro, se colocé el tubo sobre el amplificador



PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), llevandose la

amplificacion de la siguien.te formas

{ CICLO DE : 30 CICLOS DE : 1 CICLO DE:
94 * C / 1 94 * C /1 72 *C/ ¢!
55 *Cc/ 2
72 = Cc/ 2

Después de lo anterior, la amplificacién se verificd con S
Bl de cada muestra (1 ul de ADN + 1 pl da SX SGB + 3 ul de
agua destilada), posteriormente se corrid la electroféresis sobre
gel de agarosa al 1 % durante una hora. Finalmente el aceite
mineral se removié agregando 25 kl de TE + 50 pl de cloroformo,
se mezclé y se centrifugd para separar la parte acuosa,
Procediendo con ello a cuantificar el rendimiento del inserto

mediante analisis de fluorescancia.

3.4.7 Incorporacién de Digoxigenin-d UTP dentro del inserto del

plasmido.

Sa prepard una mezcla da reaccién conteniando todos los
componentes del Cuadro 3R, a excepcitn del plasmide, se
agregaron 90 Ul de 1la mezcla a cada tubo y después 10 Ul de
rlasmido, se mezclé y se cantrifugd, posteriormente se agregaron
75 Ul de aceite mineral ultrapuro, y el tubo se colocd en el
amplificador PCR. La amplificacién se llevo a cabe de 1la

siguiente manera:
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1°CICLO DE<: =i+ .- 25/CICLOS DE‘s . 1:CICLO, DE:

94 e ©U /Y T g el e 72 ese
S T es e e 2t !
72 *C /2"

La incorporacidon se verificéd de la misma forma que en el
caso de la amplificacién, el aceite se removid agregando 100 Ul
de cloroformo, se mezcld y se centrifugdé la parte acuosa. E1
rendimiento del inserto se cuantificéd usando puntos de

fluorescencia v el fago lambda como un estandar.

3.4.8 Hibridacién y deteccién de sondas marcadas.

Las membranas se prehibridaron durante 30 minutos con
solucién de hibridacién (2 ml / 100 cm2) a 65 ® C. Posteriormente
se deseché esta solucién y se agregd 2 ml -/ cm2 de la misma
solucian, rero conteniendo 25 ng / ml de 2.5 % de sondas
marcadas con digoxigenin® dUTP. Las sondas se desnaturalizaron
calentandelas a 95 * € durante 10 minutos praevios a la
hibridacién. Las sondas marcadas en cada hibrido se indican en el

Cuadro. 4.

Después del periodo de hibridacién (16 horas), se realizaron
los lavados de baja astringencia, estos se hicieron con la
solucién 0.15%X SSC y 0.1 % SDS (0.5 ml/cm2) a temperatura
ambiente, y los de alta astringencia con la misma solucién, pero

a 65 * C. Las membranas se lavaron con buffer 1 y se incubaron en
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Cuadro. 4 Relacion de locus analizados y alelos detectados pediante PLFR's
de tres hibridos de maiz de Valles Altes.

CROMOSTHA Locus

ENZIWA HIBRIDOS
H-28 K-30 H-13

5.62

107
8.2

EXEX ERZE
z

ERES

-
58
[x3-4

£ 2% %

3
3

-
&
-
=
S

8 e 103
B 9.4
U 3]

9 U 81

10 e 130

€00 AL 5 6 4
ECO RI 3 -
HIND 11 7 & 4
HIND 151 5 7 H
ECO I 3 -
£CO R 7 -

ECO R 5 7

HIKD 111 6 5

E00 RI 6 6

ECO A1 . 5

HIND 111 8 6%

ECO KL - 6

HDOD 111 3 3

HIND 111 5 5

HIAD 111 3 3

ECO RL 2 3

HIND 111 4 3

HIND 111 3 5 -
HIND 111 3 4 -
HIND 141 S kil
£CO RI 3 3

ECO R1 2 4

€00 R 3 2

ECO AL 6 4 4

€00 RI - 4 -

oIA

42 4.9 39

- Locus no analizados.

buffer 2 durante 30 minutos (5 ml / 100 cm2)

y despuds an

solucidn anti-dig durante el mismo tiempo a temperatura ambiente,
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posteriormente se realizaron lavados con buffer 2, 1 vy 3 a
temperatura ambiente. Finalmente las membranas se incuban en
solucién con AMPPD durante 20 minutos a temperatura ambiente vy
agitacidén constante, para después secarse. Las membranas se
colocaron en cassetts y se expusieron en peliculas de rayos X
durante la noche, posteriormente las peliculas se revelaron de la
siguiente forma: seis minutos an revelador, treinta sagundos en
agua, tres minutos en fijador y finalmente se lavaron por tres

minutos en agua destilada.

Todos los protocolos utilizados en el analisis PLFR's son

descritos por Hoisington (1992).

3.4.9 Andlisis estadistico '

En aste estudio se realizaron dos tipos de anidlisisy el
primero referente a la diversidad genética presente entre los ma-
teriales involucrados, y el segundo correspondiente a lo que es

propiamente la pureza varietal.

Diversidad geriética.

A partir de una matriz de frecuencias alélicas , se conformo
una matriz de distancias geneticas. Las distancias genéticas
entre los pares de hibridos se calcularon usando las distancias
de GOWER's (Gower,1972 ; Goodman,1973), mediante la siguiente

ecuacidns
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123 2 1/2
Dij = [ E ( Pik - Pijk ) )

k=1

Donde Pik es la frecuencia en el hibrido i-é&simo del k-ésimo
alélo de un total de 123 encontrados para los 23 loci entre los
hibridos analizados. Esta es una distancia euclideana, que
facilmente puede ser transformada para obtener un rango de 0 a I,
mediante la divisién de la raiz cuadrada del doble del numero de
loci, resultando @n una distancia da ROGER's modificada
(Rogers, 1979). A partir de é&sta ultima matriz se obtuvo un

dendograma.
Puraeza varietal.

Con ambas matrices se realizé un analisis de los alelos
encontrados en las plantas de los hibridos y que a la vez fueron
caracteristicos de los progenitores; adicional a lo anterior se
determiné al grado de contaminacidén alélica (alélos presentes en
los hibridos, pero no en los progenitores) prasenta en cada uno
de los hibridos analizados. Asi mismo se construydé una matriz de
correlacién a partir de las frecuencias alélicas para efectuar un

analisis de componentes principales.
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IV RESULTADOS.

4.1 Calidad fisica de las semillas.

En el Cuadro. 5 se exponen los resultados de las diferentes
determinaciones realizadas a las 14 muestras primarias de
semilla. En &1, se observan diferencias interaesantes hacia el
interior de cada uno de 1los hibridos y respecto & sus dos

origenes de produccion .

La VS-22 muestra algunas diferencias entre uno y otro
origen: el peso volumétrico para este genotipo favoraece a INIFAP
Por 2.4 %, la semilla de PRONASE pesa 8.3 % mads y pPara éste
genotipo la cantidad de semilla favorece débilmente al origen
INIFAP (2 %), ademds este ultimo origen tiene 5 X de mas semilla,

tanto chica como mediana, pero 10 % menos de semilla grande.

Para H-28, el origen INIFAP posee un 10.5 X de mayor pas%o
volumétrico, para el caso del peso de mil semillas y de la pureza
de semilla realmente no es apreciable algima diferencia (no se
rebasa en ambos casos al 2 %); respecto a los tamaRos de semilla
se’  observa que el tamafio intermaedio (0.7 cm) guarda
aproximadamente la misma proporcién aunque se presenta 5 X% de
diferencia a favor de PRONASE; asi mismo PRONASE tiene manos

semilla chica (12 %) v mas semilla grande (7 %).

En el caso de H-30 el peso volumétrico es el mismo, pero el
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Cuadro. § Caracter!sticas fisicas de las auestras de semilla utilizadas en el oresente estudio
HIBRIDO O PEVD P100 SENILLA PURA INPUREZAS PROPORCION DE TANARDS ( 2}
VARIEDAD grilt) tgr} 1) () [ AN 0.7ca 08¢er
¥5-22  INIFAP 748 3o %" b 20 0 0
¥5-22  PRONASE 750 - 33 92 ] 13 85 W
{2.4-n 18,3-0) .0-1) 12,0-P) 15,01 15,011 °10,0-P} *
W28 INIFAP ™ 275 95 5 ., T R 1)
W28 PROMASE 76 8 7 8 s
110.5-1} a-n 2.0-P) {5.0-P) " (7.0-P)
B30 INIERP % 3 " TR
H-30  PRONASE 736 358 L] 2 i 45 35
0.0 12,2-p 11.0-1 (1.0-P) {3.0-P 121,0-1) - (18,0-P}
H-129  INIFAP 701 283 %% 2 17 19 1)
H-129 PRONASE 750 i 98 2 n u §2
h1-P) {16.6-P w.n (0,01 (1.0-P 15,0-P}  112.0-10
H-135 INIFAP 8 29 90 10 u [ Y]
H-135  PRONASE :01 459 k] 2 k] 12 88
10.6-0) 713-p (8.0-P) 8.0-1 24,0 5L0-D 175.6-P4
H-311  INIFAP 7 kY 9% 1 14 20 n
H-311 PRONASE 763 35 95 H ° 2 15
i7-n 116,3-P ho-1 e (100~ {5.0-P}  {5.0-P)
HV-313 INIFAP 782 304 95 § 3 15 a2
HV-313 PRONASE m 218 98 4 [} 10 90
.2-R 5.5-1 (1.0-pP1 t.o-0 3.0-11 15.0-11 18.0-P
PEVE = Peso volusetrico.
P1000 = Peso de 1000 seaillas.
Lis cantidades entre parentesis, sa refieren a diferencias en porcentaje, 14 letra 1 indica a favor de NI~

FAP, en tanto que la letra P lo hace a favor de PRONASE.



peso de mil semillas favorece a PRONASE con un 12.2 7%; nuevamente
la pureza en ambos origenes es buena y sin diferencia apreciable.
Asi mismo el origen INIFAP tiene 21.0 % de mas semilla mediana,
3.0 % menos de semilla chica y 18.0% de menor cantidad de semilla

grande.

En el caso del H-129, el origen PRONASE cuenta con 6 % de
mayor peso volumétrico, 16.6 % de mas peso de mil semillas, igual
contenido de pureza fisica, mas proporcidn de semilla chica (7 %)

y mediana (S %) , pero menos semilla grande (12.0 Z%).

El trilineal H-135 se presenta como uno de los mas
apreciables respecto a algunas diferencias por concepto de
origen, como es el caso del paso de mil semillas (71.3 % de mayor
peso en PRONASE) o la mayor proporcién de semilla grande (75 %) y

mas cantidad de semilla pura (8 X).

El H-311, también guarda algunas diferencias entre origenes:
en peso volumétrico se favorece a INIFAP con 1.7 % por arriba de
PRONASE, en peso de mil semillas PRONASE se halla por arriba de
INIFAP (16.3 %), en la pureza de semilla tienen buena calidad
ambos origenes, pero aun as mejor la exrresién de INIFAP (4.0 Z).
En los tamafios de semilla, ambos origenes tienen altas
Proporciones de semilla grande (70 X y 75 % para INIFAP y PRONASE

» respectivamente).



Para el HV-313 el origen PRONASE tuvo mayor peso volumétrico
(1.2 %) menor peso de mil semillas (5.0 %) mas semilla pura (1.0
%), nada de semilla chica, 10 % de semilla mediana y 20 % de

semilla grande.
4.2 Calidad fisioldgica de la semilla.

En el Cuadro. 6 se presenta la informacidén concentrada de
las medias de las variables de respuesta en cada uno de los
tratamientos en forma pareada, también 1la diferencia en
porcentaje que guarda una media con respecto a otra , asi mismo
se sefala que origen se ve favorecido, y en que casos resulta‘con

significancia la prueba "t" de student.

En este cuadro, se observa que para los tratamientos
Pareados del genotipo VS5-22, existen diferencias significativas
al 1 % de probabilidad en VE y PSPA para el origen INIFAP.
Tambieén aparecen diferencias significativas al s x de
probabilidad en: PSRS (a favor de PRONASE) y PSC (a favor de

INIFAP) .

Respecto a las muestras pareadas del genotipo H-28 sélo hubo
significancia estadistica en VE (*) y PSC (**); sin embargo
también existe mejor comportamiento Ffisioldgico en el origen

INIFAP.



Cuadro, 6 Kedias de tratamentos y sus diferencias (%) para cada variable evaluada
en invernacero y para cada par de origenes por genotipo.

TRATAMIENTOS :

PAREADOS NEDIAS DE TRATANIENTOS Y DIFERENCIAS
VE GER F3PA PSR PSRS IEF MS/PL PSC
(tv] [+3] igr) {ar) {rg} o ng) {og)

V5-22  INIFAP 14,86 7450 12,84 83,50 1096 3.0 2840

VE-22  PRONASE €,87 70,00 8,33 124,10 103.8  206,0  25.C

(116, 3-1) {4,5-1) (55,61} 148.6-P)  (5.2-1} (LS-D (26, 2-1)

" XS I ‘ NS '3 *

H-28  INIFAP TS0 %00 1244 A3 82,37 142,62 BLT 210

K-28  PRONASE 11.68 50,00 9.45 394 96.00 148,08  262.2  176.7
{24.2-1) 6.0-1} 131.6-1) {17.6-P) {9.8-P} (5.5-P) (2.1-I} (12,7-1)
K o

NS L) L] LS K5 RS "
H-30  INIFAP 16,21 BLO0 11.28 4,13 £5.40 122,70 306.0  252.5
H-30  PRONASE 9,42 &.00 11,01 575 11540 136,84 3E.¢ 2565
{72,0-1) 115.0-1) 12,5-1) (32.2-F) \76.5-F) {14,1-P) \3.8-P)  (L.6-Fr

+ + NS A4 43 NS L) W3
H-123  INIFAP .03 <800 7.88 3.35 97.80 08,0 2251 1840
H-129 PRONASE 1.3 .50 651 457 11510 1159 1820 6.0
{2,9-P)  (20.5) i20,0-I} (30.4-1) UU7.6-F) {11,3-F) {22.6-1} t17.%-F)

NS NS ] . L3 RS L) NS
H-135 INIFRP 13,51 6450 7.0t 4,57 63.85 9116 2315 230,60
H-135  PROMASE 12,05 49,00 18,97 483 95.3. 7.0 5.7 MY
H2.1-10 115,5-1) (56.0-P) {5.7-P) (36.5-F) 121.0-1) (36.4-P) (43,5-F}

L] + NS L) . LE] R "
H-311  INIF&P 7.30 42,50 6.67 S.6 11412 14302 2448 1863

H-311 PRONASE 5.90 25.00  6.80 6,20 IS0 10572 263.0 2835
(2.7-1) 47.5-1) {2.0-P} (14.0-F) (2,3-1) (37.2-1} \7.43-P) {36.0-1}
it NS NS

NS LE] N3 NS NS
HV-313 INIFAP .52 74.00 8,37 5.96 107 127.70 2846 2446
HV-313  PRONASE 3.98 73.50  6.65 4,68 11408 197.%0  28.7 12,0
{S2.7-1} (6,5-1) {25.9-D) (24,4-1) (2,7-P) 120.2-1) (24.4-I} (15.4-1)
.

NS . NS L5 NS .

Las cantidades entre parentesis se refieren a diferencias en porcentaje,la letra I
indica a favor de INIFAP, en tanto qua la letra P lo hace a favor de PRONASE.

Las abreviaturas se refieren a: VE = velocidad de eaergencia, AD = umidades adwsensio-

rales, BER = porcentaje de germiracion, FFA = peso seto de 4a parte atlrea, PSR = peso
seco de rarz, 1EF = indice de eficiencia, ME/FL = materia seca por planta y pesy seco

consuaido, *

Las sigmficancia estadi'stica de las diferencias es en pace a la "t* de studert y son
al 5% 1%y ne significativas,
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Para el caso del H-30., existieron diferencias significativas
al S X de probabilidad estadistica ermn: VE y GER; asi mismo, los
parametros primarios de calidad fisioldégica (VE y GER) favorecen

a INIFAP, y los restantes lo hacen hacia PRONASE.

El pareamianto entre origenes del H-129, mostraron
diferencias POCO | apreciables, de todas las variables
consideradas, sélo se observé significancia aestadistica en
PSR(*); no obstante GER, PSPA,PSR Y MS5/PL favorecen al origen

INIFAP.

En los tratamientos pareados del H-135 las pruebas de "t*,
detectaron significancia estadistica en GER (*), PSRS (®*) y PSC
{*). Los dos ultimos parametros junto con FSPA, PSR y MS/FL
favorecieron al origen PRONASE, adicionalmente se observa que la

VE y el IEF favorecieron a INIFAP.

Para el caso de los origenas pareados del H-311, se obtuveo
diferencia significativa sé6lo en VE (**), y que junto a GER e

IEF se obtuvd mejor expresidn en INIFAP

Finalmente los tratamientos pareados del HV-313 muestran cuatro
variables en las cuales hubo diferencias estadisticamente
significativas: VE (*%), PSPA (**), MS/PL (*), PSC (*). Junto con
aquellas donde no hubo difarencias estadisticas significativas,

confieren a INIFAP mayor calidad fisiolégica.
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4.3 Evaluacién de la pureza varietal en base al comportamiento

fenolégico v componentes del rendimiento (grow-out).

En el cuadro. 7 se presentan 1las medias de todos los
tratamientos involucrados en campo; ademas se indican las
diferencias en porcentaje para cada variablae analizada y para
cada par de origenes por genotipo. De acuerdo con lo antes

sefalado, se observa que para la muestra pareada :

VS-22.

El Cuadro. 7, indica que entre origenes de produccién
existen diferencias altamente significativas para las variables
REN, HPM, GPH y DIO, asi mismo muestra diferencias significativas
en P200. En general el origettn PRONASE posee un mejor desempeio

fisioldgico.

H-28.

Los origenes pareados de este hibrido, sdélo tienen dos
variables con diferencias altamente significativas: AFO y HPM, vy
dos con diferencias significativas: REN y ALM. Los rasgos
fanotipicos dan al origen INIFAP una tendencia de mejor expresién

fisiolégica.

H-30.

lLos tratamientos pareados de este genotipo, sélo en cinco

variables resulta significativa la prueba "t" de student al S %:
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REN, ALM, LMA, HPM y MPO. Igualmente existe una mejor expresién

de los caracteres morfofisiolégicos en el origan INIFAP.

H-129.

Para este genotipo, la prueba "t" de student, detectd en los
origenes pareados diferencia significativa en: REN, PEVO, CGM,
FMAS, FFEM y NHO. Nuevamente el origen INIFAP se comportd con
major calidad fisiolégica, pués sus componentes de rendimiento se

expresaron mejor.

H-135.

Este genotipo, @n sus origenes pareados tiene diferencias
significativas (*) en cinco variables : REN, ALM, LMA, DIM y RAS.
Ademds la mayoria de las componentes de rendimiento que estan
altamente correlacionadas con el rendimiento de grano, indican

una mejor expresidn morfofisiclégica en el origen PRONASE.

H-311.

Entre los tratamientos pareados de este genotipo, la prueba
estadistica detecté diferencias al S % en las variables P200 Y
LMA. Sin embargo, las demas variables analizadas favoracen al

origen INIFAP.

HV-313.



Entre los origenes de produccidn de este genotipo la "t de
student, detectéd diferencias altamente significativas en REN vy
AFO, en tanto que las variables: P200, PEVO, LMA, MSE, y MPO
presentan diferencias al S5 % de probabilidad estadistica. De
igual manera el mejor desenpedbo morfofisioldgico se registro en

el origen INIFAP.

4.4 €Evaluacion molecular de la pureza varietal, mediante PLFR's.

4.4.1 Analisis de diversidad genética .

En éste analisis se comtemplaron los alelos presentes en
cada uno de los hibridos (de los dos origenes involucrados), pero
que ademds fueran caracteristicos de las lineas progenitoras.
Cada una de las 25 sondas de ADN en combinacién con la enzima de
restriccidn respectivamente utilizada, e indicadas en @l Cuadro.
4, ravelaron polimorfismo en cuando menos uno de los hibridos. De
ésta manera, un total de 123 alelos de PLFR's fueron detectados.
El maximo numero de alelos detectados por una combinacién sonda-
enzima fué da 8 (UMC 39 / Hind III) en el H-28 (Cuadro. 4). Asi
mismo, se encontrdé variacién en el polimorfismo por cromosoma: en
el cromosoma 3, se presentd el mayor numero promedio de alelos
(5.8), ocurriendo lo contrario en el cromosoma 8 (2.7). Con
respecto a los hibridos, el H-30 tuvo un valor de 4.5 alelos en
pPromedio. El valor promedio general de pelimorfismo detectado con
las 25 sondas de ADN y en combinacidén con la enzima utilizada fué

de 4.2 alelos.



En el Cuwadro. 8, =se presenta la matriz de distancias
genéticas conformada a partir de la matriz de frecuencias
alélicas, en ella se aprecia que el valor mads bajo es de 0.173,

Cuadro, 8 Matriz de distancias geneticas para tres hi‘bridos de maiz
de Valles Altos producidos por INIFAP 11i y FRONASE ),

W26 H-28F H-30 D HIOP WX HISF

H-28 1 TG

H-28 P 0,359 0.0

H-30 1 0721 0.65% 0.0

K3 P 0,727 0.665  9.301 6.0

H-133 1 7 0.7 0782 0.7 20

H-135 P 6% 0716 0.7 .78 0173 20

correspondiendo a las muestras del hibrido H-1Ud, ‘odturrienao 1o
contraric en @l H-28 (0.359). En la Figura. 1, se representa
graficamente los agrupamientos generados a partir de esta matriz,
en dicha figura se destaca la mayor similaridad dentro de cada
subgrupo en particular (H-28, H-30 y H-135) y respecto a sus
propios origenes de produccién. Asi mismo se puede apreciar el
grado dec diversidad entre los diferentas subgrupos, resultando
mayaor diversidad, cuando menor presencia de lineas progenitoras

se tengan en comun.

[} 02 03 04 0.5 0.6 0.7 o8 09 1.0

H-1351 1
H-135 P |

Figura 1. Dendograma de distancias genéticas de tres hibridos de maiz
producidos por INIFAP (I) y PRONASE (P)
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Los resultados del anadlisis de componentes Principales, a
Partir de la matriz de correlacién de datos da PLFR's son

presentados en la Figura. 2.

Vs Va
3
FACTOR 3
0 5 Hazm
M
vz'z P
0.45
% = H30
vie |
va:= P
4 = H135
Vs =)
Ve : P
a.l0 -‘ vé
va
E -o.za-‘
FACTOR 2
-o01
o007
c.east
FACTOR 1

i 2. Anilisis de componentes principales a partir de matriz de
Figura correlz:dén de ﬁ-gcuencias alélicas de tres hibridos de maiz con
diferente origen de produccién. :



78

En esta figura as posible apraciar que el primer, segundo y
tarcer componante principal explican un 46 %, 22 X y 17 %,

respectivamente, de la variacidn total.
4.4.2 Andlisis de pureza variaetal .

Dentro de este analisis se involucré a todos aquellos alelos
que se detectaron en 1los hibridos de ambox origenes y <que no se
detectaron en sus respectivas. lineas progenitoras de origen
INIFAP. En el Cuadro. 9 se presenta el numero de plantas (en
parcentaje) de cada hibrido por origen de produccién, en los
cuales se encontré por lo menos un alelo “"extrafo” (alelo no

pPortado en los progenitores, pero presente en los hibridos).

Cuadro. 9 Plantas {1} con alelos extrafos en genotipes de safz
producidns par INIFAP y PROMASE,

H-28 H-30 H-135
LOEUS INIFAP  PRONASE  INIFAP  PRONASE  INIFAP  PRONASE
uc 107 12,3 [ X - - - -
ONL B.29 0.0 12,5 - - - -
UnC 139 0.0 75.0 2.0 375 1.5 0.0
ot 137 0.0 1.3 2.5 62.5 1.5 12.5
NPT 212 12.3 s 0.0 12.3 - -
UKC 39 0.0 5.0 - - - -
UxC 31 2.0 12,5 0.0 12,5 - -
unt 133 0.0 s 0.0 3.5 0.0 12.5
UXC 90 12.5 59 12.5 35 - -
ung 21 0.0 1.5 0.0 75.0 - -
NPT 41% 2.0 S 0.0 2.5 - <
UKC 3 - - 25.0 75.0 - -
UNC &3 - - 0.0 12.5 0.0 12.5
UNC 1§ - - - - 0.0 12.5

- Locus no analizades
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En el ‘caso del H-28 de PRONASE, el mayor porcentaje de
plantas (785 %), presenté uno o dos alelos "extrafos” en el locus
UMC 39, mientras que en el H-30 esto mismo ocurrid, pero en el

locus UMC 21,

El menor porcentaja de plantas con alelos "extranos" se praesentd
en el H-135. En términos generales los resultados que exhibe la
Figura. 3 muestran un mayor numero de locus con Presencia de

tales alelos extra®os en los hibridos producidos por PRONASE.

La localizacién cromosomica de las diferancias mencionadas

se esquematizan en la Figura. 4.

En esta figura se observa que el H-28 de PRONASE difiere en
nuave locus, en tanto que el H-28 de INIFAP sélo lo hace en tres,
localizandose estas contaminaciones en seis de los diez
cromosomas del maiz; para el caso del H-30 de PRONASE existe
presencia de alelos extrakos en diez locus ¥ en el H-30 de INIFAP
s6lo es en tres, dichas diferencias se localizan unicamente en
cinco cromosomas. Finalmente el H-135 presenta diferencias entre

origenes de produccién en cinco locus de tres cromosomas.

LIGTECA



NUMERO DE LOCUS

H-281 H-28P H-301 H-30P H-1351H-135P

GENOTIPOS

FIGURA 3. NUMERO DE LOCUS CON DIFERENCIAS ALELICAS RESPECTO A LOS
ALELOS PRESENTES EN LAS LINEAS PROGENITORAS DE INIFAP
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4 s
NUMERO DE CROMOSOMA
FIGURA4. LOCALIZACION CROMOSOMICA DE LAS DIFERENCIAS DETECTADAS POR RFLP'S

EN HIBRIDOS DE MAIZ PRODUCIDOS POR INIFAP Y PRONASE., LA POSICIONDE
LA LETRA NO TIENE RELACION CON EL GRADO DE LAS DIFERENCIAS

POSICION

CENTROMERO
A* H-28

B~ H-30

C= H-135



v DISCUSION.
5.1 Calidad da las semillas con diferente origen de produccién.

La expresién fenotipica final de una semill.a, es funcidn de
tres elementos: genotipo, ambiente e intaraccidn genotipo-
ambiente (Marquez, 1985). En estos términos, cuando una semilla
llega a manos del agricultor, 1lleva consigo los efectos del
conjunto de actividades y condiciones a laz qua voluntaria o
accidentalmente fué sometida (Moreno, 198.4)' Tales efectos, se
traducen en un potencial agrondmico que se manifestara a traves

de su desarrollo bioldgico.

Cuando se habla de semillas mejoradas, inevitablemente es
asociado el concepto da calidad de semilla , Quea por si mismo
indica el estado general de excelencia en una semilla para
reproducir un cultivo, manteniendo las caracteristicas
agronomicas deseables a través de los ciclos de incremento de
semillas. En la prictica es dificil lograr esta excelencia, sin
embargo conociendo este concepto es posiblea desarrollar
metodologias apegadas que aseguren al menos la maxima calidad

posible (Irastorza, 1991).
Con base a los comentarios anterioras, acontinuacion se
discuten los diferentas componentas de la calidad en la semilla

de los origenes involucrados en el presente estudio.

CALIDAD FISICA.
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Los resultados de esta determinacién estan resumidos en el
Cuadro. S5; en &l sa observ; Que todas las muastraz de semilla
reunen buena calidad fisica respecto a la semilla pura(que para
efactos de certififcacién es uno de los més requeridos). Aunqua
es comin la ubicacion da este paramatro por arriba del 90 % en
maiz, esto sélo indica un buen manejo en la separacion de
impurezas. Por ello no existen diferencias apreciables entre
origenas, debido quizad & la naturaleza propia del caracter

evaluado.

Respecto al pesco de mil cemillas, en el Cuadro. S; se
aprecia una tendencia de mejor expresion de asta cualidad en
genotipos de origen PRONASE; lo cual podria atribuirse a un mejor
ambiente de multiplicocién ,tanto de lugar como de afo, esto es
posible, debido a que este parametro asociado a caracteristicas
varietales (FAO, 1978) es fuertemente afectado por el ambiente de
produccion (Garay, 19833 Tekrony y Egli, 1991), y al respecto el
Cuadro. 2 indica que los origenes difieren tanto en afRc como en
lugar de produccién. Es importante seRfalar que dentro de este
parametro los origenes pareados del H-135 difieren fuertemente y
en el cual se ve favorecido el origen PRONASE. Tal condicidn se
puede atribuir a la procedencia del H-135 de INIFAP, el cual fue
producido en un lugar poco apropiado (Espinosa y Carballo, 1987)

va que el afio de produccién es el mismo.

El peso volumétrico es otro elemento de la calidad fisica,

aunque no tan importante como los dos anteriores, en el cual
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existe una tendencia de mayor peso ‘volumétrico an el origen
INIFAP, propiciado posiblemanta por una mayor proporcién de
semilla chica, el caso mas acentuado en este parametro es para

los origenes pareados del H-28.

El parametro de la proporcidon de tamaXos, es quizd un
elemento de atraccidn estética en tarminos de calidads aunque no
necesariamente la semilla mids grande % 1a maejor Para el
establecimiento en campo (Tekrony y Egli, 1991), si raesulta
atractiva con finaes comarciales. En términos genaerales axiste
mayor proporcién de tama®o grande en el origen PRONASE, incluso

an los ganotipos: H-135, H~311 y HV-313 no existe semilla chica.

En general, aunque la semilla de origen INIFAP no se
encuentra por abajo de los estandares comerciales de calidad
fisica, si es superado por el origen PRONASE. Esto quiz& se deba
a que PRONASE tradicionalmente ha contado con equipo necesario

para beneficiar a la semilla (Barkin y Suarez, 1983).

CALIDAD FISIOLOGICA.

Seqgun el Cuadro. 6. los parametros utilizados son propios de
pruebas de wvigor (Santiago, 1988). Este Cuadro hace un
concentrado de todo el trabajo realizado en invernadero para

efectos de calidad fisioldgica.



Asi, para velocidad de emergencia (VE), se aprecia una
tendencia hacia el origen INIFAP de mejor desempefo fisiocldgico.
Esta condicion posiblemente se deba a que los genotipos de origen
INIFAP sean mds recientes (Cuadro. 2); ya que segtm FMoreno (1984)
la edad de la semilla afecta a su calidad fisioldgica. Un
comportamiento similar se observa para el parametro de
germinacion, que aungque s6lo para dos casos resultan diferencias

significativas, el origen INIFAP posee mayor «alidad fisioldégica.

E£1 aspecto de la germinacidéon (X) en medios éptimos siempre
ha sido discutido (Sayers, 198‘2; Irastorza,1991), ya que algunos
lotes de semilla pueden germinar rapidamente bajo condiciones
ideales, pero pueden hacerlo muy mal en el campo; cominmente en
México, aste es un parametro muy utilizado para acreditar rasgos
de calidad fisiolédgica, sin embargo es poce confiable. En los
términos del presente estudio, la Profundidad da siembra traté de
darle' limitacidén a la prueba de germinacidén (sin embargo, la
semilla en el camPo queda  a profundidades variables); lo cual
rarece haber dado el efecto esperado, pués todos los porcentajes
de germinacién se hallan por abajo del requerimiento comarcial
{85 ). Asi mismo existe un mejor desempeXo fisioldgico en todos
los genotipos de origen INIFAP; incluso en los origenes pareados
del H-135 es mas evidente la inconsistencia que guarda la calidad
fisica con la calidad fisioldgica, pPués apesar que la semilla de
PRONASE es mas pesada (v por ende mas grande) no mostré relacién
con su poder de derminhacion respacto a su similar de origen

INIFAP, donde este ultimo 1o superd con un 15 % de mayor



germinacién; lo cual indica qua el desempeXo de una samilla en
campo (por lo menos hasta su establecimiento) no siempre depende
del peso o del tamafo de la semilla, sino mas bien del potencial
matabélico intarno de 1a semilla, mismo que es dictado por las

caracteristicas genéticas del genotipo (USDA, 1988).

Otro aspacto importante de la calidad fisioldgica es la
cantidad de materia seca por planta, pués resulta como una medida
practica de la actividad metabdlica, lo cual es muy importante
una vez que la planta se ha establecido, ya que a partir de ese
momento la planta mejor dotada de aestructuras morfofisioldgicas
se destacarid en su desarrollo (Tanaka y Yamaguchi, 1977). Este
parametro conllevd a considerar la expresién del peso seco de la
parte adrea (PSPA) y del peso séco de la raiz, ambas estructuras
son igualmente importantes para el subsiguiente desarroollo
vegatativo, lo cual ha sido plenamente astablecido por Evans
(1987), pués an general una mayor proporcién de superficie
radicular implica un mayor voluman de suelo explorado, y que en
forma interactiva con una mayor superficie fotosintatica en la
parte aérea proporciona un mejor desarrollo posterior al

establecimiento en campo.

En el caso del mayor PSPA se observa en el Cuadro. 6 una
tendencia de mejor calidad fisioldgica en el origen INIFAP, y
sdlo en los tratamientos pareados del genotipclv H-135 y H-311 se
ve favorecido el origen PRONASE, ello quiza se deba a un mayor

peso de la semilla (Santigo, 1988).
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Respecto al pesc de raiz las diferencias no muestran una
tendencia clara, lo cual puede ser atribuible a caracteristicas
propias de cada genotipo. Finalmente @l indice de eficiencia
(IEF) rasume el comportamiento del paso séco de los restos da
semilla (PSRS) en consecuancia del pezo consumido (PSC). En el
Cuadro. 6 se observa que el origen PRONASE tiende a generar un
mayor PSRS, pero segun el IEF, el origen INIFAP tiene mejor
desempefio de su calidad fisioldgica, En consacuencia se apracia
Que la mayor proporcidén de reservas nutrimentales en la semilla

mas grande, no influye en el desempedo fisiolégico de la misma.
CALIDAD GENETICA.

La calidad genética de wuna semilla, inevitablemente as
asociada al nivel de pureza e identidad varietal respacto a un
genotipo pPraeviamente astablecido. Para efectos de pPureza
varietal, en muchos paises (sobre todo desarrollados) es comun la
practica del grow-out, que por si misma constituye la prueba
estandar de verificacidn genética. En cualquier cultivo esta
pPrueba presupone 1la existencia de wuna descripcién varietal
(Irastorza, 1991). Entre los parametros descriptivos deben
diferenciarse aquellos que son fijos (cualitativos) de los que
son var;ableé {cuantitativos); los primeros dependen de unc o de
POCos genes y son poco afaectados por el ambiente , en tanto que
los segundos resultan de una accién poligénica y son mas

afaectados por el ambiente.
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Las pruebas de verificacidn genética grow-out son
particularmente Gtiles en pnvisas donde los esquemas gendticos de
sus semillas mejoradas involucran la utilizacién de materiales
con estado avanzado de homocigocis, tal es el caso de los Estados
Unidos, cuvas lineas endogamicas minimamente portan un estado de

5-9 (Marquez, 1983).

En México, ésta practica no es comun en cultivos halogamos
como el maiz, debido quiza a los esquewas gendticos presentes en
las lineas progenitoras, pués estas no rebasan el estado 5-4
(CEVAMEX, 1986). Lo cual es patente an los patrones fenotipicos
de los hibridos y variedadezs mejoradas utilizadas en el presente

aestudioc.

En el Cuadro. 7 sae presenta un resumen da las medias de
tratamientos pPara cada variable analizada en campo. Todos los
parametros son de origen poligénico, es decir influencuiiados por
el ambiente; por otro lado actualmente no se cuenta con una
descripcion varietal (al menos completa) para cada uno de los
genotipos presantados en el Cuadro.?7, dichas dascripciones ,
incluyen sdélo caractaristicas utiles para su promocién ccmercial
(Orozco, 1986). Lo anterior hace particularmente dificil la
determinacion de la pureza varietal a nivel de campo. Sin embargo
la determinacidn hecha con los marcadores genédticos meoleculares
(PLFR's), hizé posible que en algunos casos la verificacién

genética fuera exhaustiva y complementaria; quedando asi en el



otro . extremo sdlo la descripcidén del mejor desempefo

morfofisioldgico entre los origenes de produccién pareados.

Con base a lo anterior el analisis PLFR's indica mayor
pureza varietal en el origen INIFAP, es decir hubo mayor
contaminacidn genética en los hibridos producidos por PRONASE, lo
cual se esquematiza en la Figura. 3. Esta situacidn en términos
generales, puede deberse a un mejor manejo en los lotes de

incremento de lineas y produccién de hibridos del origen INIFAP.

.o anterior sugiere que el mantenimiento de 1la pureza
genética es wuna actividad sumamente delicada en cultivos
halogamos como resulta el caso del maiz. Por otro lado, al
observar la Figura 3, también se apracia un nivel da
contaminacién diferencial entre hibridos de un mismo origen y
resultando menos contaminado el H-135 en ambos origenes. Este
aspecto concuerda con lo indicado por Poay (1991), respecto a que
el grado de impureza genética no controlado, se multiplicara en
forma exponencial en cada generacién de multiplicacidn. Lo cual
esta relacionado con las condiciones del erasente caso, pués
mientras el H-28 fué liberado en 1961, y el H-30 en 19733 el H-

135 se liberd en 1987 (Espinosa y Carballo, 1987).

Al relacionar los resultados anteriores con los obtenidos en
campo (Cuadro. 7), se aprecia que el origen INIFAP posee
diferente calidad genética en relacién a los caracteres

estrechamente vinculados al rendimiento en grano y en general
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para la mayoria de caracteres morfofisiolégicos; esto sucede
especificamente para los genotipos H-28 y H-30. Tambien es
notorio que a pesar que el H-135 de PRONASE tuvo mayor
contaminacidn genética, también fué el que mejor comportamiento
agronémico obtuvo frente al similar de INIFAP. Esto sugiere que
los alelos ‘“extrafos" pueden asociarse con diferencias en
rendimiento, pero no es posible indicar si lo hace en forma
positiva o negativa. Un elemento que quiza halla favorecido a

PRONASE es su mayor pesc y tamafo de semilla.

En forma adicional, al tratar de establecer un modelo
relacional entre los componentes de la calidad de la semilla, que
nos muestre como actda wuno con respecto a otro; se advierte, con
base a las determinaciones hechas en el presente estudio, que 1la
mayor pureza varietal {(calidad genética), generalmente imprime
mayor calidad fisioldgica y a su vez mayor rendimiento de granos
y que la calidad fisica es un elemento secundarioc, que puede © no
estar relaciorado a la calidad fisioclogica y genética de una

semillla.

5.2 Calidad de semilla en los origenes pareados de cada geno-
tipo.
vs-22.

La buena calidad fisica que tiene el origen PRONASE,

expresado basicamente por el peso de semilla (Cuadro. S) no es
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congruente con los parametros de calidad fisiolégica, en donde
estos ultimos ubican al o'rigen INIFAP en mejor posicién de
calidad , ya gque por ejemplo para velocidad de emergencia (VE),
INIFAP esta 116.3 X por arriba de PRONASE , también en el peso
seco de la parte aérea (PSPA), INIFAP sobrepasa a PRONASE con un
55.6. A pesar de tal situacién que confiere mayor calidad
fisiolégica al origerl'l INIFAP dentro de las pruebas de invernadero
» resulta que dentro del experimento conducido en campo , es
PRONASE quien muestra una mejor expresién fisioldgica al
conseguir un 10 % de mayor rendimiento en grano , que quiza deba
de ser la cualidad agronomica mas importante ; asi mismo existe
un mayor peso en 200 granos (9 %) en el origen PRONASE lo cual
resulta estadisticamente significativo . Ademas existen otras
expresiones con diferencias significativas en los componentes de
rendimiento que infieren mayor capacidad de produccién a PRONASE

z HPM (¥#%), GPH (*%) y DIQ (**),

A pesar de que las variables restantes no muestran
significancia estadistica entre origenes, es interesante observar
que en general presenta una mejor expresién de su calidad
fisioldgica el origen PRONASE , condicién que se presenta en
parametros bastante correlacionados con el rendimiento de grano
(Tanaka y Yamaguchi, 1977). Al relacionar los resultados de ambos
ambientes de ambas evaluaciones es posible mencionar que el
comportamiento de una semilla en pruebas de vigor dentro un
invernadero no necesariamente reflejard su comportamiento en

campo, este aspecto a sido sugerido por Tekrony y Egli (1991), a
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tal ‘grade de recomendar ambas pruebas (de campo € invernadero)

para poder acreditar rasgos de calidad fisicldgica en una semilla

Este comportamiento , en términos generales favorable para
el origen PRONASE puede ser debido a un mayor F;eso unitario de la
semilla (Cuadro. S que indica una mayor cantidad de
fotoasimilados, y tal condicién no favorece al origen INIFAP
dentro del experimento conducido en campo . Por otro lado el PEVO
de la semilla de la VS-22 INIFAP que resulta ser mavor (cuadro.
2) también contiere mayor proporcidn de semilla chica, esto es un
indice de la posible deficiencia en humedad gue prevalecié cuando
se multiplicd tal semilla, Que quizad ocasionara una mejor
concentracién de proteinas pero no de carbohidratos de aquella
semilla que se produjo en 1a zona con buena humedad . Segun Garay
{1983) tales diferencias en tama®o a su vez reflejan diferencias
en vigor de las plantulas y diferencias en capacidad de

rendimiento.

H-28.

De acuerdo al pareamiento de origenes realizado en
invernaderoc este genotipo presenta diferencias estadisticamnete
significativas en PSC (**)y en VE (*); en tales variables se ve
favorecido el origen INIFAP , en PIS INIFARP supera con 9.7 % a
PRONASE (cuadro A.6) , en VE lo hace con 19.5 y en PSC con 12 % .
Es importante sefalar que no obstante a que no existen otras

variables con diferencias significativas , las restantes dan a
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INIFAP mejor expresidn fisioldgica , como es el caso de GER ,

PSPA , MS/PL y PST .

Lo anterior coincide con caracteristicas importantes
evaluadas en campo : REN (7.3 % mas en el origen) , AFO (18.8 % a
favor de INIFAP) , LMA (11.0 % de mejor expresién en INIFAP) vy
HPM (12.5 X favoreciendo & INIFAP) , y que desde luego estan
correlacionadas con el rendimiento (Tanaka y Yamaguchi, 1977). En
el experimento de campo también se observa una mejor expresién de
caracteristicas fenotipicas indicadoras de la calidad fisiclégica
( no obstante , carecen de significancia estadistica) en el

origen INIFAP .

Por otro lado y conforme al Cuadro. 2 se observa que los
materiales genéticos difieren tanto en afoc como en lugar de
produccidn, quizéd esta situacidn y un manejo posiblemente
diferente provoquen la diferencial, en particular del
rendimiento en grano, y en general del comportamiento fenotipico
a favor del H-28 de INIFAP, pues las condiciones climaticas
pueden variar de un ciclo a otro , esto anivel de campo; ademas
Garay (1983), agrega que el efecto del manejo de la planta madre
puede imprimir sesgos en el comportamiento de la calidad
fisiolégica de un mismo genctipo producido en lugares diferentes
. Por otro lado Moreno (1984) indica que el no conservar las
semillas en condiciones apropiadas de temperatura y humedad
durarite su almacenaje provoca decrementos en la calidad de 1la

misma .
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Aunado. a lo anterior , el analisis da pureza varietal vy
diversidad genética efectuad'o en el presente estudio , revela una
mayor proporcién de alelos “"extraRos" en el H-28 de PRDNASi—: Que
en el origen INIFAP. Por tal motivo el Cuadro. 8 indica para la
correlacidn de estos dos tratamientos un valor de distanciamiento
genético de 36 veces en 100 y en la Figura. 1 se esquematiza tal
situacion. Al respec}’,o es pertinente considerar que efectivamente
el origen PRONASE presenta tres veces mids contaminacién que su
contraparte , peroc de acuerdo al origen poligénico de los rasgos
cuantitativos del maiz (Jugenhaimer, 1978), no es posible
aseverar, que tanto afectan en el diferencial de la expresidn
fenotipica (entre ella el rendimiente de grano) entre ambos
oridenes ; sin embargo retomando en forma general un mejor
desempeXo del H-28 de INIFAP frente a su contraparte de PRONASE ,
Podemos entonces inferir que posiblemente una maycr presencia de
alelos “extraros”" en el origen PRONASE produce menor expresidon
en las componentes del rendimiento de este hibrido,y en

particular del! rendimiento en grano.
H-30.

El Cuadreo. 6, sefala diferencias significativas en VE y GER
y altamente significativas en PSR y PSRS. Segun el Cuadro. S
PRONASE rebasa a INIFAP con 12.2 %, sin embarge no es consistente
con las variables mas ligadas a 1la calidad fisioldgica en
invernadero, va que INIFAP posee mayor velocidad de emergencia

(72 X)), germinacidn (15.0) y peso en sus raices (39.2 %), esto
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concuerda con un mejor rendimiento de grane en campo, asi como
con algunas otras caracteristicas de mejor exprasién fisioldgica
ligadas al rendimiento y qQue poseen diferencias significativas.
€1 Cuadro. 7 muestra que este pareamiento de tratamientos posee
la mayor disparidad en e.l rendimiento de grano (22.5 %) a favor
de INIFAP , esto resulta congruente con algunos reportes
sefialados con anterioridad de mermas en el rendimiento de grano
del H-30 de PRONASE de hasta un 30 7 respecto a INIFAP (INIFAP,

1983) .

Por otro lado resulta contrastante el hecho de que a pesar
de tener un mavyor peso la semilla de PRONASE (12.2 7) se comportie
con un 22,5 % de wmenor rendimiento en grano, pués algunos
trabaljos recientes (Santigo , 1988 ; Morales , 1989) muestran la
alta relacion del tamaio de la semilla con caracteres deseables
en campo por lo menos hasta estado de plantula, asi mismo
existen otros trabajos como los de Tekrony y Egli, (1991) en los
que se asegura que tanto el tamafo de la semilla como el peso
espacifico de la misma, no siempre resultan con buena correlacidén
hacia altos rendimientos de grano an campo, indicando con lo
mencionado y lo obtenido er este estudio, que la buena calidad
genética en wuna semilla puede producir buenas expresiones
fenotipicas (entre ellas el rendimiento) de caracteres
agronomicamente deseables sin importar el tamafo de la misma.
Una condicién importante en el bajo rendimiento del H-30 de
PRONASE es quizd su afo de origen, el cual es tres veces anterior

al del origen INIFAP (Cuadro. 2), lo cual puede explicar una



disminucién de su calidad fisiolégica , siendo en parte a la
variacion climatica a través de los ciclos de incremento (Tekrony
». 1980), al manejo propiamente de la planta madre (Garay, 1983) o

posiblemente a las condiciones de almacenaje (Moreno, 13984).

Todo lo anterior parece indicar que el H-30 de INIFAP posee
una mayor calidad, ya que los resultados anteriocres coinciden con
el andlisis genético de laboratorio, el cual demostré que este
origen presenta mayor pureza varietal {(sélo posee contaminacidn
en tres locus) que su contraparte de PRONASE {presenta
contaminacién en 10 locus); por ello la matriz de distancias
genéticas presenta 30 % de separacidn entre ambos origenes
respecto a las lineas progenitoras de INIFAP. Asi mismo es en
PRONASE donde se presenta la mayor Pproporcién de plantas

contaminadas de la muestra elegida (Cuadro. ).
H-129.

Los datos de invernadero s6lo muestran diferencia
significativa en PSR y a favor de INIFAP, lo cual es una muestra
del mejor desempeXo durante la prueba para tal origen. Otras
variables ligadas con el vigor no resultaron con diferencia
significancia estadistica, sin embargo dan a INIFAP una mejor
posicién dentro de la calidad fisioldgica: 20.5 % de mayor
germinacién, 20 % de mas peso en la parte aérea, y 22.6 % de
mayor contenido en MS/PL. Esta situacidn vuelve a ser consistente

con los resultados favorables en campo (Cuwadros.?7) del origen



INIFAP, ‘va que resulta significative un mayor REN (9.5 %) a favor
de este origen, también se aprecia diferencia significativa en
PEVO y GPH, que desde luego estan bien relacionadas con el

rendimiento en grano.

Para este pareamiento no se tienen datos de andlisis
genético de laboratorio, sin embargo se puede atribuir el
diferencial a favor de INIFAP en este genotipo a la pérdida de
calidad fisioldgica a través del tiempo, va que =1 Cuadro. 2

indica cuatro afos de diferencia entre origenes.

H-135,

Segun los datos generados en invernadero (Cuadro. &) el
origen PRONASE presentd buen comportamiento de caracteres ligados
a la acumulacion de materia seca, que para efecto de pruebas de
vigor es apropiado, tal &s el caso de mejor expresidn en PSPA
{56.5 %), PSR (5.7 %), MS/PL (36.4 %); también presentd mayor
tamafo y reso de semilla (Cuadro. 3}, resultando para invernadero
muy favorable, no obstante a que también este origen es quien
presenta mayor PSRS, sin embargo la cantidad de nutrimentos es
bien utilizado en el H-135 de PRONASE en base al IEF (24 ) vy

respecto al origen INIFAP.

Ademas en la evaluacién de campo este pareamiento confirid
mejor rendimiento de granc al H-135 de PRONASE (6.0% sobre de

INIFAP) lo cual resulta estadisticamnete siagnificativo. Al
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Parecer en esta muestra pareada no influye el aRo de producciodn,
pues ambos origenes datan del mismo y s¢lo difieren en cuanto al
lugar de produccién (Cuadro. 2). Por ello este ultimo aspecto
parece influir positivamente en el comportamiento de la calidad
fisiolodgica del origen PRONASE, ya que el Cuadro. 5 muestra que
el peso de mil semillas de INIFAP es mucho menor (71.3 %} que la
semilla de PRONASE y Que de acuerdo al peso volumétrico es facil
considerar su menor tamaRo, lo cual es congruente con las
Proporciones en la composicién de los diferentes tamafos de
semilla de las muestras primarias (Cuadro. S5). Por lo anterior es
posible inferir que para el presente caso el tamafo de la semilla
fué un factor importante en el rendimiento de grano. Respecto al
DIM y LMA , resultan de un mejor comportamiento en la etapa de
elongacidn radial y longitudinal del jilote, previa a la fase de
llenado de grano (Tanaka y Yamaguchi, 1977), y desde luego
refleja una buena calidad fisioldgica de la semilla resultando
ademas con buena expresidn en las otras caracteristicas
fenotipicas Qque no obstante a no presentar diferencias
significativas =i poseen un mejor expresién frente & las

correspondientes de INIFAP.

En forma adicional este par de tratamientos también fué
objeto de analisis genético, vy los resultados de este indican que
ambos origenes sor los materiales menos cantaminados de entre el
grupo analizado por PLFR's en laboratoric. La explicacidén de tal
situacion posiblemente se debe al menor tiempo de maneio en sus

incrementos, ya que este hibrido fué liberado comercialmente en



1987 (Espinosa vy Carballo, 1987) lo que a la fecha de evaluacidén
representa dos afos de manejo en el caso de los materiales
utilizados en el presente estudio, que comparados con los aRos de
manejo que poseen los demas hibridos participes del experimento
en laboratorio (H-28 liberado en 1961 y H-30 en 1973) resulta
relativamente reciente su aparicidén en el escenario magricola
nacional. ademas otro factor de su baja contaminacidén puede ser

su mayor facilidad para obtenerlo (por ser un hibrido trilineal).
H-311.

Los datos obtenidos en invernadero confieren al H-311 de
INIFAP mejor comportamiento en caracteres ligados con vigor
fisioldgico como es el caso de mayor VE (23.7 %) y GER (17.5 %)
en donde el primero resultd con diferencia significativa. Al
parecer el mayor peso de semillas en PRONASE (16.3 %) produjo
mejor expresidén en caracteristicas ligadas con la acumulacién de
materia seca, no obstante ‘a que ninguna de ellas resulta con
diferencias significativas. Respecto al comportamiento en campo
sélo en P200 y LMA se aprecian diferencias significativas, siendo
estas a favor de PRONASE y 4gue estan bien relacionadas con el
rendimiento de granc. Las restantes variables no presentan
significancia estadistica v las diferencias entre origenes son
minimas adn en las variables mas interesantes, como: REN (4 %Z a
favor de INIFAP), DIM (4.1 7% a favor de PRONASE), CGM (1.7 X%
favoreciendo a PRONASE), PEVO (8.0 % a favor de INIFAP), HPM (6.7

a favor de INIFAP) entre otras. Tal situacién esta de a cuerdo



o0

con la produccién de ambos origenes en el mismo aSo es dacir que
este aspacto no influye sobre la calidad fisiolégica en ambos
origenes y considerande que los dos materiales genédticos son
sembrados en areas recomendadas Para su incremento de semillas,
es posible inferir que las presentes diferencias de estos

origenes pareados se deba al error experimental.
H-313.

De acuerdo al Cuadro. 6 se puede apreciar que en invernadero
el HV-313 de INIFAP resulto con mejor expresiodon fisioldgica, ya
que tuvo mavor VE (52.7 %) maAs peso séco de la parte aérea (25.9
%) y mayor MS/PL (24.4 Y); todas ellas con significancia
estadistica (las primeras al 1 % y las segundas. al S % de
probabilidad). Estos resultados se manifiestan muy relacionados
con caracteres evaluados en campo y que estan ampliamente
relacionados con el rendimiento en grano: AFO (10.4 % a favor de
INXFAP), P200 (7.2 % por arriba de PRONASE), PEVO (1.7 % a favor
de INIFAP), LMA (7.0 de maycor longitud en INIFAP) y desde luego
el mismo REN (14.8 % favoreciendo a INIFAP), todas las anteriores
coh significancia estadistica;y otra componente del rendimiento
con diferencia significativa, pero que favorece a PRONASE es la
MSE (aunque sdlo lo hace con 2 ¥ por arriba de INIFAP), sin
embargo este origen también presenta mayor proporcién de mazorcas

podridas (7.0 %)
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Todo lo anterior sugiere ubicar al HV-313 de INIFAP con
mayor contenido de calidad, quizd como consecuencia de un mejor
manejo de la planta madre, asi como durante las actividades de
cosecha secado y almacenado. Ademas es posible que el ako de
diferencia que se tiene entre ambos origenes induzca un mejor

desemp&io en el hibrido varietal de origen INIFAP.

Por todos los comentarios vertidos hasta ahora es posible
considerar que los diferentes comportamientos en general de los
fenotipos y en particular de los origenes de producciéon de wun
mismo genotipo, obedecen a un cuadro de poblaciones segregantes,
lo cual es atribuible al bajo nivel de endogamia en las lineas
progenitoras. Asi mismno, los factores de lugar y aWo de
produccién, anexo a los diferentes manejos a que son sometidos
los materiales genéticos durante el proceso de produccién de los
mismos interactuan de tal forma que inducen comportamientos
mucho mmuy particulares hacia el interior de cada origen y de cada

genotipo .

Respecto al analisis genético de pureza varietal, es posible
agregar que la técnica de los PLFR's es eficaz en mostrar el
grado y la localizacién de las diferencias de los genotipos, de
acuerdo en este caso, a su origen de produccién. Prueba de lo
mencionado es que a pesar de no haber utilizado en este estudio a
las lineas progenitoras de los hibridos eroducidos por PRONASE,
el diagnéstico de la pureza varietal es valida, va que demuestra

que los genotipos presentan diferencias en la presencia de alelos
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de acuerdo a su origen de produccidn e independientemente del
andlisis de sus lineas progenitoras . Asi pues el nivel de
Polimorfismo indicado en este andlisis en base a las
combinaciones citadas de sonda/enzima (Cuadro. 4), que éste
existio en por lo menos un hibrido, proporcionande un promedio
general de alelos detectados de 4.2 en los dos origenes de
produccion en cada uno de los tres hibridos donde fué posible su

analisis por PLFR's.

Asi mismo, estos resultados de polimorfismo son congruentes
con los obtenidos también en maiz por Godshalk et al. (1990),
Malchinger et al. (1991) y Lee et al. (1990), y el doble de los
encontrados en estudios donde se han utilizado marcadores de
isoenzimas segun lo reportado por Goodman y Stubert (1983), v

Smitch et al. (1985 a , 1985 b).

Por otro ladoe, en cuanto a la diversidad genética
encontrada, los tesultados coinciden plenamente con los datos de
pedigree (Cuadro. 3), ya que de los subgrupos formados (Figura.
1) el primero de ellos se conforma con los origenes del H-28 y
del H-30, los cuales tienen progenitoraes en comun de la colecta

Michoacan-21.

Considerando las diferentes condiciones experimentales, las
caracteristicas del material genético y los analisis efectuados

para cada parte del presente estudio, exponemos las siguientes:



VI CONCLUSIONES.

1.- Todos los hibridos v variedaes me joradas
correspondientes & un mismo genotipo y producidas en diferente
lugar y afo de produccion mostraron diferencias en rasgos de

calidad fisica , genética y fisioldgica .

2.~ Las pruebas de pureza variaetal en campo (grow-out),
seRalaron diferencias estadisticas entre origenes para los
genotipos VS-22, H-23, H-129, H-135 y HV-2313; asi como semejantes

Para el H-311.

3.- Los hibridos H-30, H-28 y H-135, analizados por la
técnica de marcadores genéticos PLFR's, presentaron alelos no
portados en las lineas progenitoras utilizadas, manifestandose
en mavor grado en los genotipos eroducidos por PRONASE, y de
estos, el H-3¢ presento wmayor divergencia entre origenes,

ocurriendo 1o contrario con el H-135.

4.- El origen de produccién que obtuve en general mavor

calidad fisica fué PRONASE.

S.- Los genotipos de origen INIFAP presentaron en terminos

generales mayor calidad fisioldgica.

6.- El mayor contenido de calidad genética (pureza varietal)

estuvo representado por los genotipos de origen INIFAP.
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7.- El mayor pPeso de la semilla en la VS-22 de PRONASE le
confirié buena calidad fisica, siendo consistente con un mejor
rendimiento en campo, pero ho asi con caracteres relacionados con

la calidad fisioldgica en invernadero.

8.~ El H-28 de INIFAP fué consistente en la mejor expresidn
de sus tres cualidades de excelencia: fisica, genética vy

fisioldgica frente a su contraparte de origen PRONASE.

9.- La mejor calidad fisica expresada por un mayor tamaio vy
peso de la semilla en el H-30 de PRONASE, no proporciond mejor

desempero fisioldgico tanto en invernadero como en campo.

10.- E1 H-129 de INIFAP se manifestd con mejores tendencias
de calidad fisiolégica, lo cual fué evidente tanto en pPruebas de
invernadero como de campo, a pesar de tener menor calidad fisica

por concepto del peso de la semilla.

11.~ E1 H-13S de PRONASE tuvo mejor desempeRo de calidad
tanto fisica como fisioldgica, contando con mayor contaminacidn

genetica respecto al origen INIFAP.

12.- Entre los origenes del H-311 no existieron diferencias
de calidad fisica ni fisioldgica, mostrando un comportamiento

similar tanto en invernadero como en campo.
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13.- El origen INIFAP del HV-313 se mostré en general con
mayor calidad fisicldgica y fisica respecto a su contraparte de

origen PRONASE.

14.- Las pruebas de calidad deben hacerse afo con afo vy
combinando las diferentes técnicas a fin de evaluar todos los

componentes que participan en la calidad de un lote de semillas.

15.~- Las pruebas de verificacidén genética en campo (grow-
out) v laboratorio {PLFR's), Pueden complementarse
satisfactoriamente para emitir dictémenes minuciosos de la

calidad en los lotes de semillas.
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ABFENDICE,
Cuadro, 1A Conponentes de reaccitn opara la digestidn de
restriccibn de ADN qendmico.
SOLUCTOH CONCERTRACION FINAL 300 vl RIN
Buffer 10X 11 0wl
Espermidina 0,10 2.5 L5 ul
foua destilada 192 ul
Enzisa 2.5/ag ADN 10 el
ADH 0.3 ugful 1353 01

Cuzdro, 24 Cosnonentes de reaccibe para 1a amplificacidn del inserto
aediante tecnolegia PCR .

SOLLCION COKCENTRACIGH FIRAL

S ul RN
Agua destilada 1.9 6l
Buffer PCR 101 i .5

NTP 10aM c/une

50 uM clune

0,540,125 c/unol

Enzisa Tag SU/ul

0.5 0.1
Priser TV 72,200 0.2 e 28
Priser TV 76,2aM 02w 7.5
Pidswido, 10 ng/ul S0 ng 5.0

t secuencia de los prisers
LV 77 5° - ACGRCGTTETARAACGATGECLAGT-3
€Y 74 §7 -RARCAGCTATEACCATEARTTACELL-3"



Cuadra. 38 Relacibn de cosponentes de reaceidn para la in-
corparacibn de Digoxigenin-duTe .

SoLucIoN CGNEENT'RRHDN FIKAL 100 ul RIN
Agua destilada 7.6 ul
buffer PCP, 108 n 10,0 B
dTIP-dNTP, 10aM 50 oN 1.3 :
dIT . 10 an 48,75 uh 0.4875
e , 1M 1.2% 0,175
Enzisa tag.50/ul L AN) o4
Primer TV 72,200 0.2 10.0
Priner LV 78,200 0.2m 10.0
Plasaido,10 nglul 100 ng 10.0
Cuadro. 4R Leaposicion de tuffers utilizados en la hibridacion y marcaje de sondas,
BUFFER 1
STOCK FINAL 1000 L 2000 M 4000 W
1o Triz-WL, s# 1.8 0.0 n 10 &l 26 n) A0 8§
S M NaCl 015 K 30wl 60 al (20 ol
BUFFER
STOCK FIi &0 al 100 =} 200 m}
14 Tris-HCi, pH 9.5 o.on 0.5 al 1ml 2l
5 a Nall 045 h L5 Jal 26 al
Reactivo Blocking 61 % 50 w9, 160 g, 00 my,
BUFFER 3
STOCK, FINeL 100 o} 200 a1 400 al
Wiih 1 zal
Jin zal 48}
AL ) <8l 1ol
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