FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR”. que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo mi direccién y que
servira como requisito parcial para obtener el grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias
y Desarrollo Rural, lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE
APROBACION para que el alumno continlie con los tramites necesarios para presentar el

examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ | Fecha:2020-11-13 14:22:57 | Firmante
tlugSyvG7nzFymL3I12nUaQackEm9sdyGnJbeQF2Ky7b1rxVYrCmecESKAI8bILLIiiHfVIc1GJ180RQos+cltHsYhpB8elR5j4ksdIIfENIgaofg4xloo1S95APrPYKBJIVOHNgcn7vK9ZEo
V3hkFJgcOW7FoY5z4/3F7b3I1zelf9+4layVMUOTIgX5VST/4APOPDK4mpjHZKF2jXj951QMMChLY/AHNMuWKRWauRILZW/kjS3yul4VnBwYa7R688Gzi6 PQ8hluZBPv+WvJscMiz
d1RDieaFEb7LMC/h3VMCoCXMgotQbQyOBpLw3+XaUnJP7braj4phNjR1bEdImenA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

yVksQi

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/0tQmO22r3Ing9smz8CvIDNehh8d1Z8t4
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR”. que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. OSCAR GABRIEL VILLEGAS TORRES
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

OSCAR GABRIEL VILLEGAS TORRES | Fecha:2020-11-13 18:15:45 | Firmante
LA+kQRFGURPEML76AvgNsUGgQIj0F90eC6SCa5vcu/xXQZFTCrCHU/FdIb3FC66DCbJhoVIWOTUNAL2IAZIhFAc+mnOIttIZV8+rZsO/8xShpO/haYk8nCmACYISZIRRT7vmjVa
K7cph9xYR/MxuXtb8i3/fLEN+r9HeFoAJANyHOCmYDgxQDZXkztZhy1bNYmpZ2LwhCO0t854PViaXcps8uHEwWzW1tujzFDL5+0LOMLX+xKRKAgX4/vg9BOwrnSIrxacLfs3RTN+6Is|
UjILWn3r5L6WUcpUHId4KSA+ySaqgnEo9IN2IBEgfWyb71ZXiD3yUMmFbVONik6Uc8nnA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

Av9gaN

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lYBWGnh26tiNkhzE6V4RIXS2NhyvuOet

Una universidad de excelencia
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR’.que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. DAGOBERTO GUILLEN SANCHEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DAGOBERTO GUILLEN SANCHEZ | Fecha:2020-11-13 14:17:06 | Firmante
Art5Q0venz7TH/p3NjgB+SydbuwnT83hqpfRNtHSNs3ri88uG9+MNPSTuhZLB8iZNheHPdftoldfxWBdruXnh8ZdkK730YKt+5aSVIk98Y3xLOcl94BnoY zyWQkxZIvtk7QP5neVxCLJ

8rOcPIXK1AA+HmMHulhfjiD7iwPr7Z8R7gAZ76wOMiAfzMx1/TyrD61AyqolaRRQk6uJIx054t4mCMHr8V2eO4TNGJIQ8BI5PLOQj2pAPKEsQWIELPmMBEyYVw6/jolwiUF+y15CLimmP
n/+Z+g6qWVXN3Ei+93f83kiJmefFV/gGZ8eM2rBaqpzEKY Y 1j8Qcs4+mx+txj/VeyQ==

OESTERO)

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

VQZFEI

[=]cr

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/7CIGTf7TNSDDAt59M4J9UNIi3CLBJIFVJL
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/7CIGTf7NSDDAt59M4J9UNli3CLBJFVJL

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR”. que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. FRANCISCO PERDOMO ROLDAN
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

FRANCISCO PERDOMO ROLDAN | Fecha:2020-11-17 10:39:32 | Firmante
OMbOUUNCctZ3P3nipidDSPbZyjC+Uib9gGUgGFv0+/hbJkoeQ/dFEp960m5rPEVEJtC19ra/kclY mQryXXKL5jR7gUZIIKkFEWkxC3sP98ggiouXooGdYJA7LL8ZvSE6IYBpUwucok4
g/hpBXkyBRphVR4cZDbswxGeFBQgRuwy267xhwgCYxb9MNBAVVIRYaWpH7Vzcgkgo+k TINKhflgO9wMQxLIB80ekx2R/HcOH1y3fmhKBLBIOUNr/Iu3xgPQjRIILItGssyGyyEA

9INtJiteSd1ktcx1bIV+ZLFmipwlgxJGGAg8miOU9gGOvyit+x8jN67pcpMturFUa9Hgqw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

2adiwd

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/szN3PfExpsKNYr8hourUeE96wpXa6aSy
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/szN3PfExpsKNYr8hourUeE96wpXa6aSy

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR’.que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DRA. MARIA ANDRADE RODRIGUEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARIA ANDRADE RODRIGUEZ | Fecha:2020-12-02 17:57:32 | Firmante
dfgNvhxg3850rele97NT2ISJuvR7vxLQq61t8X8/NEu9GXkSXFk4xr6 ONAOKMHRLNKY sE8w4uVdOFrhheRkPFYLaD9fVgquUOm/rxG/Pn4WRr7HiT8bg+gKAaGjbsQ30mNDsp8Sz1i
P2/M84XILnBYDOCHqpWonzaA7/5+jxbOk6UREKBIIByZHHguAUKBXNvU+Xj0aylZbdj8XYdKhV6p/+ObpfpVewTfS1+3AWSvDieYNIppnCTiCFIj21QjB/LIc++xZsm0SfMpr7aykGdJ
WFXbKLK1sX0076P1EdFMIIEYnWqdx/Lbf+JYUXwCWRQYhmM8dGJI+AfWWEM9Jx82SQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

h71Z2s4

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/nHFCrMUJWIGpCUXYE1cASosiVoxnjmRM

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/nHFCrnUJWlGpCUXYE1cASosiVoxnjmRM

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR’.que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DR. RAMON SUAREZ RODRIGUEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

RAMON SUAREZ RODRIGUEZ | Fecha:2020-11-13 13:48:25 | Firmante
s2h092Peg65ekvz/hn/amycyedZNTDNQTkO/g090YRhysuOFIkigs5dHywAicTKin+ruYt5V9Szmnyzez+h008wdxpt2gJsIVMGfQHCUkam8M7XH7fDd5/70MZIn8BtmfuQ/KztAc6nal
sSHEI21bClIfil/mSBPwzFnA0f0aGw80XkgMpyOm/1PYzzvkN7brlVkJ1b2gUI9cj9SBgFdzoYnTK5ZKs6bh+kzDuphCAysGDO41mlYYHgIZITaOLxy1VAtRfixshC4SvOVzZQAGWJIVIC
XKyh1TdJOz4E1+6ZPQVzUbnBOOYj7AlneHqIVZWCheTIHzJJLEbQ7EBOANXIVIA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

ILBOVE

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/AeghspfCLIMCcW]0Git7Z09uddzx90s6h
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 13 de noviembre de 2020.

FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“SELECCION DE LINEAS DE MAiZ TOLERANTES A LA SEQUIA MEDIANTE
MARCADORES MORFOLOGICOS Y MOLECULARES SSR’.que presenta: M.C.
ELIZABETH IBARRA SANCHEZ, mismo que fue desarrollado bajo la direccién del DR.
ANTONIO CASTILLO GUTIERREZ y que servird como requisito parcial para obtener el
grado de Doctor en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural, lo encuentro
satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie
con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
DRA. MARIA EUGENIA NUNEZ VALDEZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARIA EUGENIA NUNEZ VALDEZ | Fecha:2020-11-13 14:29:16 | Firmante
nv96EIUNYe+mOtatZVHRxY9G37wrrFTXeoBo43McQFnaRBA+0SICJIB63w7g6wZblGg7000p0uOpnMTetOFRV1pAY Vik6qUOFuXd8lcgmk4rlkuOjPrD7QVOtaxgtPHUzYdWnFBif
tegsGX3HhoON+NPK94+7hh4gUhxz8LYRF2T6JQCyaOolvpX6Exz1eG2qQtvOHMrG+E9sACHP{VICMFJIRajGCrghcKmPqzPIUfz6 FJ7r2M+EwZLDw/bKBOYHIMT8/d1z0bke/H/no
Lx7gngn2iAz+wO/jl0JIFajg2KNI1Ju2cQg/cvLDDAFJI4QyW4hkgubFmmubonw27HbY AwQ==
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RESUMEN GENERAL

En México, el cultivo de maiz se siembra principalmente bajo condiciones de temporal,
lo que representa el 72.2 % del ciclo agricola de primavera—verano, con un rendimiento
promedio de 2.5 t-hal. La siembra de maiz en condiciones de temporal, implica un
riesgo debido a las fluctuaciones en el periodo de lluvias y a la cantidad de
precipitacion; las que afectan negativamente la produccion y el valor de las cosechas
en la agricultura. Los objetivos de la presente investigacion de tesis, fueron: i)
seleccionar lineas Sz tolerantes a la sequia en una poblacion segregante, ii) Comparar
el potencial agronomico entre lineas tolerantes y susceptibles usando siete
caracteristicas morfologicas, iii) Evaluar la asociacion estadistica entre patrones
electroforéticos de marcadores SSR y la expresion fenotipica de marcadores
morfologicos. La investigacion estuvo conformada por dos estudios; el primero se
centrd en la evaluacion de 96 lineas Sz segregantes, dos lineas testigo y dos lineas no
seleccionadas para sequia. Las lineas se evaluaron en riego y sequia inducida, usando
un disefo Latice Alfa con cuatro repeticiones, en Ayala, Morelos, México. Se midieron
10 variables morfoldgicas y se estimaron los indices de susceptibilidad a la sequia
(ISS) y el indice de tolerancia a sequia (IT). Con base en el rendimiento de grano en
riego (3.14 t hal), se determin6 una reduccién del 77.7 % del rendimiento en sequia
(0.70 t ha?). Los indices ISS e IT identificaron a las lineas LUM69, LUM82 y LUM30
como tolerantes a sequia, solo LUM69 mostr6 un rendimiento sobresaliente en ambos
ambientes. Los indices de ISS e IT como criterio para identificar genotipos tolerantes,
no resultaron ser utiles para seleccionar lineas alto rendimiento de grano bajo
condiciones de riego, por lo que, para seleccionar genotipos con tolerancia a sequia,
se debe considerar el promedio de rendimiento a través de los ambientes de riego y
sequia. El segundo estudio, consistio en evaluar en riego y sequia inducida a un grupo
de 28 lineas segregantes (14 seleccionadas por su tolerancia y 14 por su
susceptibilidad a la sequia), los progenitores y dos testigos, en Ayala, Morelos, México.
En este estudio se registraron siete variables morfolégicas. Los resultados entre el
grupo de lineas tolerantes y susceptibles, en la variable de rendimiento de grano,

indicaron que, en el ambiente de riego, las lineas tolerantes superaron en 20.5 % al



rendimiento de las lineas susceptibles, y en un 89.7 % en el ambiente de sequia. La
estimacion de la varianza genético-aditiva para rendimiento de grano, fue ligeramente
menor (4.7%) en el ambiente de sequia, que en ambiente de riego. En cuanto a la
correlacion entre variables, el valor negativo que mostré el intervalo antesis-
emergencia de estigmas (ASI) y el rendimiento, indicé que entre mas corto es el ASI
mayor sera el RG en las lineas segregantes. Con base en los datos del segundo
estudio, se seleccionaron 10 lineas tolerantes y 10 lineas susceptibles, para reanalizar
los datos, junto con los datos de los progenitores y testigos. Las caracteristicas
consideradas en los anlisis fueron: floraciébn masculina, floracion femenina, intervalo
antesis-emergencia de estigmas, altura de planta y mazorca, peso de 100 granos y
rendimiento de grano. Los datos se procesaron mediante andlisis de varianza,
comparacion de medias, andlisis de correlacion y contrastes no ortogonales. Se
probaron 16 marcadores SSR para identificar polimorfismo entre los progenitores,
identificando al marcador bnlg1863 como polimorfico; por lo que, se realizo el
genotipeo de las 20 lineas con dicho marcador, determinando que cinco lineas
mostraron el patrén electroforético del progenitor tolerante, 14 lineas con el patrén de
progenitor susceptible y una que mostro ser heterocigota para este locus. Los analisis
de varianza detectaron alta variacion fenotipica en las siete caracteristicas medidas.
Las lineas que en el ambiente de sequia se identificaron como susceptibles,
presentaron una disminucion del rendimiento de grano del 81.5 %, con respecto a las
lineas tolerantes. En condiciones de sequia, se obtuvo una correlacion intermedia y
altamente significativa del rendimiento de grano con la floracion femenina (-0.65**). El
patrén electroforético generado por el marcador bnlg1863, revel6 asociacion altamente
significativa con el rendimiento de grano y con la floracién femenina de las lineas

segregantes contrastantes en respuesta a la sequia.
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GENERAL SUMMARY

In Mexico, the maize crop is sown mainly under rainfall conditions, representing 72.2%
of the spring-summer agricultural cycle, with an average yield of 2.5 to ha. Cultivating
maize under rainfall conditions implies a risk due to fluctuations in the rainy season and
the amount of precipitation; which affect negatively the crop production and value in
agriculture. The objectives of this thesis research were to: (i) select drought-tolerant Sz
lines in a segregating population, (i) compare the agronomic potential between tolerant
and susceptible lines using seven morphological characteristics, (iii) evaluate the
statistical association between electrophoretic patterns of SSR markers and the
phenotypic expression of morphological markers. The research consisted of two
studies; the first focused on the evaluation of 96 segregating Sz lines, two control lines
and two non-select lines for drought. The lines were evaluated under irrigation and
induced drought, using an Alpha Lattice design with four replications, in Ayala, Morelos,
Mexico. Ten morphological variables were measured and the indexes of drought
susceptibility (ISS) and drought tolerance (IT) were estimated. Based on irrigation grain
yield (3.14 t ha-1), a 77.7% reduction in drought yield (0.70 t ha-1) was determined.
The ISS and IT indixes identified the LUM69, LUM82 and LUMS30 lines as drought
tolerant, only LUM69 showed outstanding performance in both environments. ISS and
IT indixes as a criterion for identifying tolerant genotypes did not prove useful for
selecting high grain yield lines under irrigation conditions, therefore selecting drought-
tolerant genotypes should consider average performance across irrigation and drought
environments. The second study consisted of assessing in irrigation and drought
induced a group of 28 segregating lines (14 selected for their tolerance and 14 for their
susceptibility to drought), parents and two controls, in Ayala, Morelos, Mexico. Seven
morphological variables were recorded in this study. The results among the group of
tolerant and susceptible lines, in the grain yield variable, indicated that, in the irrigation
environment, the tolerant lines exceeded by 20.5% the yield of the susceptible lines,
and by 89.7% in the drought environment. The estimate of genetic-additive variance

for grain yield was slightly (4.7%) less in the drought environment than in an irrigation

vii



environment. As for the correlation between variables, the negative value that showed
the anthesis-silking interval (ASI) and grain yield, indicated that the shorter the ASI the
greater the RG on the segregating lines. Based on data from the second study, 10
tolerant lines and 10 susceptible lines were selected to re-analyze the data, along with
data from parents and controls. The characteristics considered in the analyses were:
male flowering, female flowering, anthesis-silking interval, plant and ear height, 100-
kernel weight and grain yield. The data was processed using variance analysis, mean
comparison, correlation analysis, and non-orthogonal contrasts. 16 SSR markers were
tested to identify polymorphism between parents, identifying the bnlg1863 marker as
polymorphic; therefore, the genotyping of the 20 lines was performed with this marker,
determining that five lines showed the electrophoretic pattern of the tolerant parent, 14
lines with the susceptible parent pattern and one that showed to be heterozygote for
this locus. Variance analyses detected high phenotypic variation in the seven measured
characteristics. The lines that in the drought environment were identified as susceptible,
had a decrease in grain yield of 81.5%, compared to tolerant lines. In drought
conditions, an intermediate and highly significant correlation of grain yield was obtained
with female flowering (-0.65**). The electrophoretic pattern generated by marker
bnlg1863 revealed a highly significant association with grain yield and female flowering

of contrasting segregating lines in response to drought.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El maiz, es un grano basico para la alimentacion humana, pero también se utiliza como
materia prima para la industria; en los ultimos cinco afios el maiz fue el cereal de mayor
produccion a nivel mundial con 1068 millones de toneladas, lo que posiciond a esta
especie como un cultivo esencial en la seguridad alimentaria mundial. En 2017, los
tres principales paises productores de este grano fueron Estados Unidos de América
con 32.7%, China con 22.8% y Brasil con 8.6%, en tanto que México en ese afio se
posesiond en el octavo lugar con 2.4% (FAOSTAT, 2019).

En México, la produccion de maiz en 2017 fue de 28 millones de toneladas, registrando
una disminucion del 3.8% con respecto al afio 2018; el rendimiento promedio de ese
afio fue de 3.8 t-hal. A nivel nacional, la mayor superficie sembrada es bajo
condiciones de temporal, lo que representa el 72.2 % del ciclo agricola de primavera—
verano, obteniendo un rendimiento promedio de 2.5 t-ha* (SIAP, 2019). El hecho de
gue la mayor superficie de siembra sea en condiciones de temporal, implica
inestabilidad del rendimiento, debido las fluctuaciones aleatorias de factores climéticos
y a la ocurrencia eventos extremos aleatorios como sequias, heladas e inundaciones,
las que afectan negativamente el volumen y el valor de la produccién de maiz y en los
cultivos en general (SAGARPA, 2012).

La sequia es un fendbmeno climético que varia con el tiempo y el sitio geografico, y se
presenta cuando ocurre un déficit en la precipitacion media esperada regional y por un
periodo suficientemente prolongado de tiempo (Nunccio et al., 2018; Yihdego et al.,
2019). La complejidad del fendbmeno condiciona que no exista una definicion estandar
aceptada a nivel mundial para la sequia. Particularmente, se asocia con la falta de
lluvia, carencia de humedad del suelo, disminucion de reservas en embalses y

acuiferos. La complejidad del impacto de la sequia se incrementa a medida que



aumenta la escasez de precipitaciones (IMTA, 2014). En la agricultura, la palabra
“sequia” hace referencia a la condicion meteoroldgica en la cual la disponibilidad y la
cantidad de agua de lluvia y/o del riego es insuficiente para cumplir las necesidades

de los cultivos para un crecimiento y desarrollo 6ptimo (Pervez, 2019).

La sequia es una importante condicidn abiética que limita la produccion de los cultivos
en la agricultura mundial, en el periodo de 2006 a 2016, la sequia afectd al sector
agricola mundial de manera importante, en relacion con otros sectores, reportando un
nivel de dafno del orden del 83 % (FAO, 2018).

Se han logrado avances para determinar los procesos morfoldgicos, fisiolégicos y
bioquimicos que son esenciales para entender la capacidad competitiva de las plantas
para sobrevivir en diferentes entornos de estrés (Chaves et al., 2003). El cultivo de
maiz es muy susceptible a los efectos negativos del estrés por sequia, especialmente
poco antes y durante la floracion. En la planta de maiz, se expresan una serie de
mecanismos de defensa contra el estrés por sequia, para asegurar la supervivencia,
aunque la respuesta depende de que el genotipo posea genes para tolerancia. Sin
embargo, los efectos mas comunes son disminuir la tasa de crecimiento, el
alargamiento significativo del periodo del intervalo antesis-estigmas (ASI), reduccion
del nimero de mazorcas por planta y el nimero de granos por mazorca, por lo que
consecuentemente el rendimiento del grano final se reduce; y en casos severos se
producen plantas cuyas mazorcas no producen grano, lo que comunmente se les

denomina plantas “jorras” (Hao et al., 2011).

El maiz tiene una alta adaptabilidad, lo que le permite cultivarse en muy diversas
condiciones ambientales (Rocandio et al., 2014); no obstante, para desarrollar o
incrementar tolerancia a la sequia se realiza fitomejoramiento, con la finalidad de
estabilizar o incrementar los rendimientos bajo condiciones de escases de humedad
(Fischer et al., 1984). Por otro lado, conducir un programa de mejoramiento genético
para tolerancia a la sequia y lograr avances significativos en el rendimiento, no es facil,

debido a que el rendimiento de grano es un caracter de control poligénico, con alta



interaccidén genotipo x ambiente y baja heredabilidad en ambientes de sequia. Por lo
tanto, las estrategias actuales para mitigar los efectos a este factor de tensién vegetal,
incluyen el desarrollo de germoplasma de maiz con tolerancia a la sequia, combinando
diferentes métodos del fitomejoramiento convencional y técnicas biotecnologicas
(Bruce et al., 2001). La seleccién de germoplasma de maiz tolerante a la sequia, se
ha realizado evaluando el germoplasma en déficit hidrico, sin embargo, la dificultad de
inducir sequia controlada en experimentos de campo, provoca que la seleccion directa
del rendimiento de grano sea ineficiente, debido a la baja heredabilidad de este

caracter en ambientes de sequia (Blum 1988; Ribaut et al., 1996).

El setenta por ciento del agua dulce del mundo, se utiliza en la agricultura, y
aproximadamente el 86% ocurre en paises en desarrollo. Por otro lado, la variaciéon
del clima como resultado del cambio climatico, tiene importantes implicaciones para el
abastecimiento mundial de alimentos. Debido a esto tanto las técnicas de
mejoramiento genético convencional y la biotecnologia se convierten en importantes
instrumentos para generar variedades de cultivos, que hagan un uso mas eficiente del
agua (DTMA, 2015; Edmeades, 2013).

En la actualidad, el uso de marcadores moleculares de ADN en plantas, ha permitido
construir mapas de ligamiento genético en el cultivo de maiz, lo que ha facilitado la
localizacion de loci que controlan caracteristicas cuantitativas (QTL s—acrénimo en
inglés) localizados en regiones cromosémicas especificas (Banziger et al., 2000;
Tardieu y Welcker, 2009); como es el caso de las regiones localizadas en los
cromosomas uno, cinco y ocho, los cuales contienen QTL"s que controlan el intervalo
antesis-emergencia de estigmas (ASI) y el rendimiento de grano (Agrama y Moussa,
1996; Ribaut et al., 1996; Sari-Gorla et al., 1999). Por lo que, las investigaciones
relacionadas con la seleccion de germoplasma para tolerancia a la sequia, usando
técnicas biotecnoldgicas y convencionales estan suficientemente justificadas. La

presente investigacion de tesis se fundamento en las siguientes hipotesis.



HIPOTESIS

1. En condiciones de sequia, es factible poder identificar lineas segregantes que
muestren herencia trangresiva, en las caracteristicas de intervalo antesis
emergencia de estigmas (ASI), peso de 100 granos (P100G) y rendimiento de
grano (RG).

2. En condiciones de sequia sera posible diferenciar estadisticamente dos grupos
de lineas Sz contrastantes en respuesta a la sequia, para la caracteristica del

rendimiento de grano.

3. Con base en los dos grupos de lineas (tolerantes y susceptibles a sequia), es

viable asociar el patrén electroforético de algunos marcadores SSR.

OBJETIVOS
GENERAL

Seleccionar lineas S2 tolerantes a la sequia derivadas de una poblacion segregante
de maiz, formada por el cruzamiento de una linea tolerante por una susceptible; las
cuales poseen diferente origen genético y geografico, ademas de provenir de distintos
programas de fitomejoramiento; mediante el uso de marcadores morfologicos y

moleculares de ADN, tipo de secuencia simple repetida (SSR).



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir la respuesta agrondmica en ambientes de riego y sequia inducida de un
grupo de 96 lineas S2 segregantes de maiz, a través de diez caracteristicas
cuantitativas.

Seleccionar lineas tolerantes a la sequia, mediante los indices de tolerancia (IT),
de susceptibilidad a la sequia (ISS) y el promedio combinado de los ambientes de
riego y sequia.

. Comparar el potencial agronémico de lineas tolerantes y susceptibles en riego y
sequia, por medio de siete caracteristicas morfolégicas.

Estimar el grado de variacién genética y fenotipica en las lineas Sz segregantes
de maiz, por medio del calculo de parametros genéticos en siete variables
morfolégicas.

. Cuantificar el grado de correlacion genética y fenotipica entre el rendimiento de
grano y seis variables morfologicas de estudio.

Determinar la presencia de diferencias estadisticas entre expresiones fenotipicas
extremas para las variables de rendimiento de grano, peso de 100 granos e
intervalo antesis-emergencia de estigmas.

Evaluar la asociacién estadistica entre patrones electroforéticos de marcadores
SSR vy la expresién fenotipica de marcadores morfologicos.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA GENERAL

2.1. Dafios de la Sequia en la Agricultura

La sequia es un fendmeno que ocurre de manera natural, que se distingue por una
diminucioén en la precipitacion pluvial con respecto a la considerada como normal, no
presenta un origen ni trayectoria definida, pero tiende a extenderse de manera irregular
a través del tiempo y espacio (Mishra y Singh, 2010; Ortega, 2013). No obstante,
existen diferentes tipos de sequia como; la meteoroldgica, agricola, hidrolégica y
socioeconémica. La complejidad del fendmeno de la sequia condiciona que no existe
una clara definicibn general aceptada. Particularmente, la sequia agricola es la
insuficiente humedad del suelo para satisfacer las necesidades de crecimiento de un
cultivo, en cualquier etapa fenoldgica (IMTA, 2014; Mukherjee, et al., 2018). La sequia
afecta a muchos sectores como la agricultura, ganaderia, silvicultura, energia, industria
y agua. En consecuencia, cualquier cambio en los sistemas hidrologicos, como los

causados por la sequia, es un riesgo importante para la sociedad (IMTA, 2014).

En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas para precisar y cuantificar el efecto
de la sequia, que incluyen la intensidad, la duracién, la gravedad y la extension
espacial, a estas técnicas se les llaman indicadores e indices de sequia. Los
indicadores de sequia es la escala de una variable como la precipitacion, la
temperatura, los niveles de agua subterranea, los niveles de reserva, las bolas de
nieve, los niveles de humedad del suelo, que proporciona una premisa del potencial
estrés o deficiencia relacionado con la sequia. El indice de sequia, es un método para
derivar informacién "valuada" vinculada a la sequia mediante la comparacién de las
condiciones actuales con la informacién historica (Mukherjee et al., 2018; Yihdego et
al., 2019).



Actualmente, la presencia e impacto de la sequia en la agricultura, ocurren en los
diferentes continentes del mundo, por lo que, la sequia es uno de los factores
climaticos que més pérdidas econémicas ocasiona cada afio (Quesada-Montano et al.,
2018). En México, la presencia de sequia en las ultimas décadas, ha causado
desajustes en la economia regional y nacional, como ocurrié durante la sequia de
2011-2012, la que se considera la mas severa de los ultimos 70 afios, debido a que
generd pérdidas econdmicas en la produccion agricola, que superaron los 16 mil
millones de pesos. Se estima que las pérdidas totales provocadas por esta sequia, en
los diferentes sectores economicos, equivalen a 10% del producto interno bruto
nacional, y se calcula que alrededor de 48 millones de mexicanos padecieron las
consecuencias del fenbmeno en zonas aridas, semiaridas y subhimedas secas,
siendo un problema que afecté a dos de cada tres hectareas cultivadas ocasionando

la muerte de miles de cabezas de ganado (INEGI, 2013).

2.2. Efecto de la Sequia en la Planta de Maiz

El requerimiento de agua en los tejidos en las diferentes etapas fenolégicas de la planta
de maiz es variable, en las primeras etapas el requerimiento de agua es bajo, mientras
gue en la etapa de floracion y llenado de grano se incrementa la demanda de agua, y
durante la etapa de madurez fisioldgica el requerimiento de agua disminuye. El maiz
requiere aproximadamente de 450 a 600 mm de agua durante el ciclo del cultivo (Du
Plessis, 2003); aun cuando este cereal tiene una alta adaptabilidad para cultivarse en
diferentes condiciones ambientales (Rocandio et al., 2014). Sin embargo, la interaccion
con factores climaticos limita la produccién de grano, principalmente la sequia (Xue et
al., 2013). El impacto en el rendimiento de maiz, dependera de la severidad y duracién
del déficit hidrico, asi como de la etapa fenoldgica en la que se encuentre el cultivo
(Wilhite, 2000).

En general, la falta de humedad en las plantas induce cambios morfoldgicos,
fisiologicos y bioquimicos (Mendoza, 2012). Entre los cambios observados por sequia



en las plantas de maiz son el cambio de color verde a gris verdoso, el enrollamiento
de las hojas, la senescencia de las hojas en la parte basal de la planta (Edmaedes,
2013). Sin embargo, son muchos los efectos que causa la sequia en las plantas de
maiz, a través de las diferentes etapas fenoldgicas, de manera que, si la sequia ocurre
en el establecimiento del cultivo, se afecta la germinacion de semillas, reduciendo la
densidad poblacional de plantas (Banziger et al., 2012). Por otro lado, las hojas como
respuesta a la sequia, pueden cambiar el angulo de inclinacibn o se enrollan
reduciendo la expansion de las hojas. La falta de agua en un periodo de 7 a 10 dias
antes de la floracion, provoca que la tasa de crecimiento del jilote sea menor que el de
la espiga, produciendo un retraso en la emergencia de estigmas y que no haya
coincidencia con la liberacion de polen (ASI), y de persistir la escasez de agua por un
periodo de aproximadamente 20 dias, después de la emision de estigmas, se afectara
drasticamente el rendimiento de grano (Aslam et al., 2015; Banziger et al., 2012;
Vinocur y Altam, 2005).

En las plantas, la percepcion del estrés abiotico y las sefales de transduccion para
generar respuestas adaptativas especificas, son pasos criticos para la supervivencia
y reproduccion vegetal en ambientes adversos (Chinnusamy et al., 2004); por lo que,
comprender las respuestas bioquimicas y moleculares a la sequia, es fundamental
para inducir los mecanismos de adaptacién de las plantas a condiciones limitantes de
humedad. En los tejidos vegetales expuestos a sequia, se generan diversos solutos
como respuesta de sobrevivencia (Attipalli et al., 2004). El estrés hidrico por sequia
disminuye progresivamente la tasa de asimilacion de diéxido de carbono (COz2) como

una consecuencia del cierre de estomas.

2.3. Caracteristicas que Confieren Tolerancia a Sequia y Criterios de Seleccion

El tipo de polinizacién en el maiz y los criterios de seleccién aplicados por los

productores de maiz, a traves de los afios en diferentes ambientes, han generado una

alta variabilidad genética en esta especie. La sequia como otros factores ambientales



reducen significativamente los rendimientos de maiz (Ribaut et al., 2009), razon por la
qgue los investigadores han desarrollado estrategias de mejoramiento convencional

para seleccionar germoplasma de maiz con tolerancia a la sequia.

El efecto de la seleccidn incide directamente en las frecuencias génicas de la
poblacion, por lo que las varianzas experimentan cambios que dependen del tipo de
accion génica predominante (Vargas et al.,, 1982). Realizar mejoramiento genético
para tolerancia a la sequia es complejo, debido a que el rendimiento es un caracter de
herencia poligénica y de alta interaccion con el ambiente. Por lo que, para tener un
mayor avance genético, se han desarrollado y aplicado diferentes indices de seleccion
y de cuantificacion de la tolerancia o susceptibilidad a la sequia en germoplasma bajo
mejoramiento; asi mismo, se ha sugerido usar caracteres secundarios relacionados al
rendimiento y que mantienen alta heredabilidad bajo sequia, tales como el intervalo
antesis-emergencia de estigmas y peso de semillas (Fischer y Maurer, 1978; Guei y
Wassom, 1992). La seleccion masal visual estratificada (SMVE) y la seleccion de
familias de medios hermanos (FMH) y hermanos completos (FHC), han sido efectivas

para mejorar el rendimiento de grano en maiz para condiciones de sequia.

Una técnica alternativa para seleccionar germoplasma tolerante a sequia, es el uso de
marcadores genéticos, como: i) morfologicos, ii) bioquimicos y iii) moleculares. Los
marcadores morfolégicos y bioquimicos presentan alta interaccion con el ambiente, en
tanto que, los moleculares no muestran interaccién genotipo-ambiente (Winter y Kahl,
1995). Los marcadores moleculares de ADN, son secuencias con ubicacion fisica
especifica en un cromosoma y se heredan en forma mendeliana. Los primeros
marcadores se desarrollaron a finales de los 70 basandose en la identificacion de
izoenzimas, lo que facilitd el estudio de la estructura y heterogeneidad genética entre
diferentes especies, variedades y poblaciones de distinto origen geografico (Collard et
al., 2005). La utilidad de los marcadores genéticos, se fundamenta en la deteccion de
diferencias entre individuos de la misma o diferentes especies y en su polimorfismo

dentro de una poblacién, de manera que los marcadores monomorficos no discriminan



diferencias entre genotipos. De igual forma, existen marcadores codominantes que

diferencian genotipos homocigotos de heterocigotos.
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS GENERALES

3.1. Germoplasma de Estudio

La poblacion de estudio estuvo formada por 96 lineas S: segregantes de maiz,
desarrolladas por el cruzamiento de las lineas endogamicas Ac7643 (tolerante a
sequia) y B39 (susceptible a sequia), asi como dos lineas testigos Ac7729y T-43. En
total se evaluaron 100 genotipos. Las lineas endogamicas Ac7643 y Ac7729 fueron
proporcionadas por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT)
y las lineas B39 y T-43 por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias (INIFAP).

3.2. Evaluacién Fenotipica del Germoplasma
La caracterizacion fenotipica del grupo de lineas se realizé en experimentos de campo,
los que se condujeron en riego y en sequia inducida, con el propésito de cuantificar la
respuesta del germoplasma de estudio a dichas condiciones ambientales.
3.2.1. Sitio de Evaluacion
Los experimentos de evaluacion, se establecieron en el campo experimental de la
Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, dependiente de la Universidad Autbnoma

del Estado de Morelos, localizada en el municipio de Ayala, Morelos. El sitio de

evaluacion, se caracteriza por presentar un clima Céalido Sub-himedo, tipo de suelo
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vertisol, con una altitud de 1285 m, un rango de temperaturas que va desde los 8.4 a
36.0 °C y una precipitacion media anual de 912 mm (INEGI, 2017).

3.2.2. Descripciéon de Experimentos

Los experimentos de campo que generaron los datos de variables morfolégicas,
permitieron fenotipear la respuesta de las lineas segregantes a las dos condiciones de
humedad, la descripcidn de los experimentos realizados de 2016 a 2018, se describen
en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Experimentos de campo conducidos de 2016 a 2018 con 100 lineas
endogamicas de maiz, en el Campo Experimental de la Escuela de Estudios
Superiores de Xalostoc.

No.
Experimento | jneas/Progenitores/  Ciclo agricola Propésito
Testigos
I 96/2/2 Primavera—verano Conocer el comportamiento
2016. agronoémico del grupo de
lineas en su respuesta a la
condicién de riego.
Il 96/2/2 Otofio—invierno Conocer el comportamiento
2016/2017. agrondémico del grupo de
lineas en su respuesta a la
condicion de sequia.
i 281212 Otofio—invierno Confirmar la respuesta de
2017/2018. lineas clasificadas como
tolerantes y susceptibles a
la condicion de riego.
v 281212 Otofio—invierno Confirmar la respuesta a la

2017/2018. condicion de sequia
inducida, de lineas
clasificadas como
tolerantes y susceptibles al
déficit hidrico.
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Con el propésito de monitorear el nivel de humedad en el suelo, se instalaron
tensiometros en los experimentos Il y 1V, dos tensibmetros en el experimento de riego
y dos en el de sequia inducida. Los resultados de las lecturas registradas durante las
evaluaciones se muestran en la Figura 1. Por otro lado, se realizaron muestreos en el
experimento IV, durante el periodo de sequia inducida para determinar la humedad por
el método gravimétrico (Figura 2). En la Figura 3. Se muestra los datos registrados a

través del tensiometro y los porcentajes de humedad recabados por los muestreos de

suelo.
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Figura 1. Lecturas de los tensiémetros del ambiente de riego (A) y sequia (B). Fecha
del promedio de floracién masculina (FM), fecha del promedio de floracion
femenina (FF), fecha de inicio de sequia (X), fecha de la aplicacién de medio
riego (&), y fecha de reanudacion de riego (2).

En los experimentos Il y 1V, se registraron cada seis dias las temperaturas maximas

y minimas del aire, durante el ciclo de cultivo del maiz (Figura 4).
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Figura 4. Temperaturas maximas y minimas del ciclo agricola 2017/2018. Fecha del

altimo riego (X), fecha del inicio de sequia (¥), fecha de reanudaciéon del
riego (Z).

3.2.3. Manejo Agronomico de los Experimentos

La preparacion del suelo en los experimentos de campo, se realizé con un barbecho,
un rastreo y surcado de 0.75 m. La siembra se realizé de manera manual, depositando
dos semillas cada 0.20 m, posteriormente se hizo un aclareo cuando las plantas se
encontraban en la etapa fenoldgica V3. La dosis de fertilizacion fue 170-70-00 en dos
aplicaciones, la primera al momento de la siembra con una dosis de 100-70-00, y la
segunda en la etapa fenoldgica V6, suministrando el resto del nitrégeno (Ritchie et al.,
1992). La conduccion agrondémica de los experimentos, se llevé a cabo con base a las
recomendaciones de la guia técnica para el cultivo de maiz del Campo Experimental

de Zacatepec, Morelos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias (INIFAP) [Trujillo, 2002].
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3.2.4. Disefio Experimental

En la evaluaciéon que incluyé 100 genotipos se utilizo el disefio experimental de Latice
Alfa, en tanto que para los experimentos Il y IV donde se evaluaron 32 genotipos, se
uso el disefio de Bloques Completos al Azar. En todos los experimentos se utilizaron
cuatro repeticiones por entrada, con un tamaifo de la unidad experimental de un surco
por linea. La totalidad de los experimentos de campo se establecieron en surcos de
0.75 m de ancho, con longitud de 4 m, y a una distancia entre plantas de 0.20 m, lo

que permitié establecer una densidad poblacional de 66,500 plantas ha.

3.2.5. Caracteristicas de Respuesta

Las caracteristicas medidas en los experimentos fueron: floracion masculina (FM),
floraciéon femenina (FF), intervalo antesis-emergencia de estigmas (IAE), altura de
planta (AP), altura de mazorca (AM), longitud de mazorca (LM), diametro de mazorca
(DM), numero de hileras por mazorca (HM), peso de 100 granos (P100G), y
rendimiento de grano (RG). Ademas se determinaron dos indices para evaluar la
respuesta a la sequia del germoplasma. Uno de los indices fue el de susceptibilidad a
la sequia (ISS) [Fischer y Maurer, 1978] y el otro fue el indice de tolerancia (IT)

[Rosielle y Hamblin, 1981]. EI ISS se estimé mediante la ecuacion siguiente:

ISS=1- [Ys/Yr]/l— [Ysm/Yrm]

Donde:
Ys= promedio del rendimiento de una linea en el ambiente de sequia.
Yr= promedio del rendimiento de una linea en el ambiente de riego.
Ysm = promedio del rendimiento de todas las lineas en el ambiente de sequia.

Yrm = promedio del rendimiento de todas las lineas en el ambiente de riego.
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En el ISS los valores menores a uno, indican relativa tolerancia a la sequia de los

genotipos.

En cuanto al célculo del IT, se realiz6 utilizando la siguiente ecuacion:
IT=Y1-Y2

Donde:
Y1 = rendimiento de grano de una linea en el ambiente de riego.

Y2 = rendimiento de grano de una linea en el ambiente de sequia.

En el IT, los valores relativamente mas bajos indican que un genotipo es tolerante a la

sequia.

Los valores de ambos indices se calcularon para cada genotipo y cada repeticion, lo
gue permitié realizar un analisis de varianza de una via, para posteriormente realizar
una prueba de comparacién de medias, por medio de una prueba DMS(.05. La
totalidad de los andlisis estadisticos se realizaron usando el software Statistical
Analysis System (SAS, 2009).

3.2.6. Andlisis Estadistico

Los datos de las caracteristicas evaluadas, se estudiaron mediante analisis de varianza

(ANOVA) individual (riego o sequia) y combinado (riego y sequia).

El siguiente modelo lineal estadistico corresponde a un ANOVA individual bajo el disefio
de Latice Alfa:

Yik = 4 + Rj + B(R)kg) + Li + €ij
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i=1,2,...,f(lineas)
j=1,2,...,r(repeticiones)
k=1,2,..., b (bloques)

Yijk = observacion de la i-ésima linea, en la j-ésima repeticion y el k-ésimo bloque.
K = media general.

Li = efecto de la i-ésima linea.

Rj = efecto de la i-ésima repeticion.
B(R)k() = efecto del k-ésimo bloque anidado en la j-ésima repeticion.
eijk = efecto aleatorio del error en la unidad experimental de la i-ésima

linea, de la j-ésima repeticion y en el k-ésimo bloque.

En tanto que el siguiente modelo lineal corresponde a un ANOVA combinado para un

disefio experimental de Latice Alfa:

Yik = 1 + Al + R(A)jo) + B(R*A)kqy + Li + L*Ail + eijl

Donde:
i=1,2,...,f(lineas)
j=1,2,...,r(repeticiones)
k=1,2, ..., b (bloques)
I =1, 2, ..., a(ambientes)

Yijki= observacion del i-ésima linea, en el k-ésimo bloque de la j-ésima repeticion
del I-ésimo ambiente.
M = media general.
Al = efecto del | -ésimo ambiente.
R(A)jq) = efecto de la j-ésima repeticion en el | -ésimo ambiente.

B(R*A)k() = efecto del k-ésimo bloque de la j-ésima repeticion y | -€simo ambiente.
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Li = efecto del i-ésima linea.
L*Ai = efecto de la interaccion de la i-ésima linea con el | -€simo ambiente.

eikji = efecto aleatorio del error ocurrido en la unidad experimental de la

i-ésima linea, en la j-ésima repeticion, k-ésimo bloque y |-ésimo ambiente.

El siguiente modelo lineal estadistico corresponde a un ANOVA individual bajo el disefio

de bloques completos al azar:

Yij=p + Li + Rj + €ijj
Donde:
i=1,2,...,¢(lineas)

j=1,2, ..., r (repeticiones)

Yij = observacion de la i-ésima linea, en la j-ésimo repeticion.

M = media general.

Li = efecto de la i-ésima linea.

Rj = efecto de la i-ésima repeticion.

eij = efecto aleatorio del error ocurrido en la unidad experimental de la i-ésima

linea, en la j-ésima repeticion.

El siguiente modelo lineal estadistico, corresponde a un ANOVA combinado bajo el

disefio de bloques completos al azar:
Yik = 1 + Ak + R(A)j) + Li + LAik + €ikjl

Donde:
i=1,2,...,¢(lineas)
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]=1,2, ..., r(repeticiones)

k=1,2,...,a(ambientes)

Yijk = observacion del i-ésima linea, en el j-ésima repeticion del k-ésimo
ambiente.
M = media general.
Ax = efecto del k—ésimo ambiente.
R(A)jk) = efecto de la j-ésima repeticidon en el k -ésimo ambiente.

L i = efecto del i-ésima linea.

FAix = efecto de la interaccion de la i-ésima linea con el k -ésimo ambiente.
eikj = efecto aleatorio del error ocurrido en la unidad experimental de la

i-ésima linea, en la j-ésima repeticion, del k-ésimo ambiente.

Se realizé una comparacion multiple de medias mediante el procedimiento de Diferencia

Minima Significativa (a = 0.05), por medio de la siguiente formula:

D.M.S. =[t (a/2,glerror)] x[ 2CME/r ]05

Donde:
t = valor que se obtiene de la tabla de la distribucion t-student.
a= valor del nivel de significancia estadistica.
gl = grados de libertad.
r = namero de repeticiones utilizadas en el experimento.

CME = cuadrado medio del error experimental.

Los coeficientes de correlacion fenotipica (rexy) entre variables, calcularon de acuerdo

a la férmula siguiente:
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rexy = Cov(X, y) / (Sx . Sy),

Donde:
Cov(Xx, y) = covarianza fenotipica entre las variables x e y.

Sx, Sy = desviacion estandar fenotipica de las variables x e y.

En cuanto a los coeficientes de correlacion genética (rexy) entre variables, se

calcularon de acuerdo a la ecuacion siguiente:

rexy = Cov G(X, y) / (Sx . Sy),

Doénde:
Cov G(Xx, y) = covarianza genética entre las variables x e y.

Sx, Sy = desviacion estandar genética de las variables x e y.

Se realizaron analisis de regresion lineal simple entre los indices de susceptibilidad
(ISS) y de tolerancia (IT) a la sequia, y el rendimiento de grano en condiciones de riego

y el rendimiento en sequia, utilizando la siguiente ecuacion de regresion:

Yi= bo + bX;

Dénde:
Yi =es i-ésimo valor estimado de la variable Y, con base en la ecuacion anterior.
bo = valor de intercepto.
b = valor del coeficiente de regresion.

Xi = es el i-ésimo valor de la variable independiente.

La totalidad de analisis estadisticos se realizaron usando el software Statistical
Analysis System (SAS, 2009).
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3.3. Evaluacién Genotipica

El estudio genético consistido en probar la asociacion entre expresiones fenotipicas
contrastantes y el patron electroforético originado por los marcadores de secuencia
simple repetida (SSR). A continuacion, se describen las diferentes actividades para
obtener los patrones electroforéticos del germoplasma.

3.3.1. Extraccion de ADN

El genotipeo de las lineas Sz, se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, dependiente de la Universidad Autbnoma
del Estado de Morelos. Se extrajo ADN gendmico a partir de tejido foliar de 20 lineas
Sz y sus progenitores (Ac7643 y B39). De cada linea se colecto tejido fresco de cinco
plantas tomadas al azar, colocando el tejido en tubos de plastico etiquetados
previamente y se colocaron en hielo para su traslado al laboratorio. Posteriormente, se
coloco en un mortero aproximadamente 200 mg del tejido vegetal y fue macerado en
fresco usando 2 mL de buffer de extraccién, para después verterse solo 1000 pL de la
emulsién en tubos eppendorf de 2 mL; incubandose en Bafio Maria a 65°C, durante
60 minutos. Los tubos fueron removidos del Bafio Maria y se centrifugaron a
temperatura ambiente a 12 mil revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos,
posteriormente se extrajo la fase liquida superior (600 uL) a un nuevo tubo eppendorf
de 2.0 mL. A continuacién, se afiadieron 1400 pL de la solucion de cloroformo y alcohol
iso-amilico (24:1). Para después, centrifugar a temperatura ambiente a 8 mil rpm
durante 15 minutos. Después del centrifugado se transfirié la fase liquida superior a un
nuevo tubo de 2 mL y se adicionaron dos volimenes de etanol absoluto frio (-20° C) y
50 uL de 3 M de acetato de sodio (pH 5.2) para precipitar el ADN, subsiguientemente
se hicieron dos lavados del grumo con etanol al 70%. El grumo de ADN, se secd y se
suspendié en 1 mL de TE + 1.5 yL de ARNasa (10 mg/mL), dejandose en bano Maria
a una temperatura de 65°C por dos horas. Los tubos fueron almacenados a -20 °C
hasta su uso en la determinacion de la concentracion del ADN.
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3.3.2. Determinacion de la Calidad de ADN y Fotodocumentacion

Para visualizar la calidad de ADN (Figura 5) se realiz0 lo siguiente: se preparé en tubos
eppedorf de 0.6 mL, 5 pL de ADN mas 2 L de colorante de carga. Posteriormente se
realiz6 un gel de agarosa al 0.8 %. Se utilizd6 150 mL de 1x TBE en un matraz y se
afadio 1.2 g de agarosa. Se mezclé ligeramente y se coloc6 en el microondas por 1
minuto y 15 segundos. Después se mezcldé nuevamente hasta que se disolviera la
agarosa. Posterior a 5 minutos, se le adiciono6 7.5 pL de bromuro de etidio. La solucién
se vaci6 en la caja de plastico y se dejé solidificar el gel. Una vez sélido el gel, se
coloco el gel en la cAmara de electroforesis para finalmente cargar las muestras de
ADN previamente preparadas. La fuente de poder de la cdmara, se programo a 70 V,
50 mA por 1.15 horas. Concluido el tiempo, se colocé el gel en el fotodocumentador

para fotografiar.

Figura 5. Fotografia del gel de agarosa mostrando la integridad de ADN, del grupo de
lineas segregantes Sz de maiz incluidas en el estudio.
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3.3.3. Determinacién de Concentracion de ADN

La determinacion de la concentracion del ADN, se realizé en un equipo NanoDrop 2000
UV en el laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del Centro de Investigaciones
en Biotecnologia. El procedimiento fue colocar de cada muestra de ADN, 1 uL en el
NanoDrop 2000 UV y se procedi6 a tomar la lectura.

3.3.4. Marcadores SSR

En esta investigacion se probaron 16 marcadores de secuencia simple repetida (SSR),
gue fueron seleccionados con base a marcadores RFLP asociados a loci que controlan
el intervalo antesis-emergencia de estigmas (ASl-acrénimo en inglés) y el rendimiento
de grano (RG); se usé la base de datos Maize Genetics Database, para localizar los
RFLP en un mapa de ligamiento y obtener los marcadores SSR cercanos a esas
regiones gendmicas. Una vez seleccionados los marcadores SSR, se reviso la misma
base de datos, para obtener las secuencias de los iniciadores de los marcadores

elegidos (Cuadro 2).

3.3.5. Amplificaciones de ADN por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El andlisis de los marcadores SSR se llevd a cabo mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR acrénimo en inglés). El volumen de la reaccion de
PCR fue de 25 uL y consistié en 2.5 uL de Buffer A (10 X), 0.6 uL de MgClz (50 mM),
0.5 yL de dNTP’s (10 mM), 3 uL de cada primer, 0.2 yL de Taq polimerasa (Vivantis),
5 yL de ADN gendmico (10 ng/uL) y completando el volumen total de la reaccion con
10.2 yL de H20 inyectable. Las amplificaciones fueron conducidas utilizando el
termociclador Aeris™ (ESCO®). Las condiciones de PCR para la amplificacion del
ADN genodmico fueron: desnaturalizacion inicial a 93°C durante 30 s, seguido de 35
ciclos a 93°C durante 1 min, la temperatura de alineamiento del iniciador (rango usado
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en esta fase de 64.8 a 68°C) fue por 1 min, 72°C durante 1 miny una fase de extension

final a 72°C por 5 min.

Cuadro 2. Informacién de los marcadores SSR utilizados en el andlisis de 20 lineas

S2 segregantes y las lineas progenitores Ac7643 y B39.

Marcador Bin Secuencia

Forward Reverse
bnig1484 1.03 GTAAAAGACGACGACATTCCG GACGTGCACTCCGTTTAACA
umcl726 1.10 GATGAGGAAGAAAAGGGAAAAGGA AGACTCAACCCTAACCCTAATGGG
bnlg2248 2.03 CCACCACATCCGTTACATCA ACTTTGACACCGGCGAATAC
mmc0191 2.07 GGTGTTCAGTGTGAAAGGTTA AAGATTTCCGCAAGGTTAAAC
umcl02a 3.05 CTGCCTCTCAGATTCAGAGATTGAC AACCCAACGTACTCCGGCAG
umcl825 3.07 ACTCAAGAGCAGACTGCAAAACCT CGTGCATGTATTGTTTGTCCTAGC
umc2048 3.10 GCTGAAGTCCCAACCACCAC TTGACATGTTCTACCATCTCACCAA
umcl260 5.00 CTTAAGCAGAGCTCAAAAACTGCC  TAAATTGTCAAGCGAGGTTTGGAT
bnlg1346 5.07 CATCATGAAGCAATGAAGCC CCGCGCCATTATCTAGTTGT
bnlgl702 6.05 TTATCATCAAATGGAGGACACG AAAGACACACGCTAATGGGC
nc013 6.05 AATGGTTTTGAGGATGCAGCGTGG CCCCGTGATTCCCTTCAACTTTC
dupssrl5 6.06 GAAGTCGATCCATCCACC GGGGTAGTGGAGATAACTAGTG
bnig1136 6.07 TAACCGGATGAGCATCTTCC CATCAGCTTCAACGAGTTCG
bnig1863 8.03 GGCGTTCGTTTTGCACTAAT CGACACAGTTGACATCAGG
bnig1834 8.03 AAGGTTGGGTGTTGCTATGC TAGCTCTGCCACTGGACATG
bnlg1460 8.03 TTTCACGGCTGGAGTGCC GACTCCGCTGTTCCAGAATC

3.3.6. Fotodocumentacion y Analisis de Geles

Los geles de agarosa fueron preparados a una concentracion de 2.5 %, la agarosa se
diluyo en buffer TAE 1x y se agregd Bromuro de Etidio al gel. Los geles se corrieron a
70 voltios, por dos horas y media. Finalizada la corrida, se observé el gel en un

transiluminador con luz UV.
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La asociacion fenotipica-patron de bandeado genético se evalué para los datos de las
caracteristicas fenotipicas de floracion femenina (FF), peso de 100 granos (P100G) y
rendimiento de grano (RG). Con base en la fotodocumentacion del gel, producido por
la electroforesis de los fragmentos de ADN amplificados por el marcador bnlg1863
que resulté polimérfico, se detectaron dos grupos de lineas, el grupo de las lineas que
mostraron la banda generada por el progenitor femenino (Ac7643 tolerante a sequia)
integrado por cinco lineas y el grupo de lineas con la banda del progenitor masculino
(B39 susceptible a sequia) conformado por 14 lineas. Usando los datos de las
variables mencionadas se compararon estadisticamente ambos grupos, mediante la
técnica de contrastes no ortogonales, considerando presencia de asociacion fenotipo-
patrén de bandeado, si el contraste mostraba diferencia altamente significativa (P <
0.01).
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4.1. RESUMEN

El estrés por sequia es una de las principales causas de la reduccion del rendimiento
del maiz en los tropicos, principalmente en la agricultura que depende de lluvias, por
lo que se requiere generar genotipos con tolerancia a sequia. Los objetivos de la
investigacion fueron cuantificar la respuesta agronémica de un grupo de lineas S:2
segregantes de maiz en ambientes de riego y sequia, asi como seleccionar lineas con
tolerancia al déficit hidrico, con base en dos indices y al promedio de rendimiento de
ambos ambientes. Los genotipos de estudio fueron 96 lineas Sz segregantes, dos
lineas testigo y dos lineas no seleccionadas para sequia. Las lineas se evaluaron bajo
riego y sequia inducida usando un disefio Latice Alfa con cuatro repeticiones, en Ayala,
Morelos, México. Se midieron 10 variables morfol6gicas y se estimaron los indices de
susceptibilidad a la sequia (ISS) y el indice de tolerancia (IT). Con base en el
rendimiento de grano en riego (3.14 t hat), se observé una reduccién del 77.7 % del
rendimiento en sequia (0.70 t hat). Los indices ISS e IT identificaron a las lineas
LUM69, LUM82 y LUM30 como tolerantes a sequia, solo LUM69 mostré un
rendimiento competitivo en ambos ambientes. Los indices de ISS e IT como criterio
para identificar genotipos tolerantes, no seleccionaron a las lineas con mejor
rendimiento de grano bajo condiciones de riego, por lo que se debe incluir en los
criterios de seleccion al promedio de rendimiento a través de los ambientes de
humedad.

Palabras clave: tolerancia a la sequia, lineas Sz, indices de susceptibilidad.
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4.2. SUMMARY

Drought stress is one of the main causes of maize yield reduction in the tropics, mainly
in rainfall-dependent agriculture; therefore, drought-tolerant genotypes are required.
The objectives of the research were to quantify the agronomic response of a group of
segregating Sz maize lines in irrigation and drought environments, as well as to select
drought-tolerant lines, based on two indices and the average vyield of both
environments. The evaluated genotypes were 96 segregated Sz lines, two control lines
and two unselected lines for drought. The lines were tested under irrigation and induced
drought using an Alfa Lattice design with four replications, in Ayala, Morelos, Mexico.
Ten morphological variables were measured and drought susceptibility indexes (ISS)
and tolerance indexes (IT) were estimated. Based on the grain yield under irrigation
(3.14 t ha'l), a reduction was observed of 77.7 % in the drought environment (0.70 t ha
D). The ISS and IT indices identified the LUM69, LUM82 and LUM30 lines as drought
tolerant, only LUM69 showed competitive performance in both environments. ISS and
IT indices as a criterion for identifying tolerant genotypes did not select the lines with
the best grain yield under irrigation conditions, so it should be included in the criteria of

selection to average yield across humidity environments.

Key words: drought tolerance, Sz lines, susceptibility index.
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4.3. INTRODUCCION

El maiz (Zeas mays L.), es el cultivo de mayor importancia en México, de manera que
en el 2018 se establecieron aproximadamente 7.4 millones de hectareas, con un
rendimiento promedio de 3.8 t ha; donde el 72 % se establecié en el ciclo de lluvias
y el resto en condiciones de riego. En el estado de Morelos se siembran cerca de 38
mil hectareas de maiz, de las cuales el 93 % se realiza en condiciones de precipitacion
pluvial, con un promedio de rendimiento de grano de 4.0 t ha (SIAP-SAGARPA,
2019).

En México, el 52 % de su superficie agricola se cataloga como zona arida o semiarida,
lo que la hace altamente susceptible a sequia (Salinas et al., 1998). El déficit hidrico
ocurre cuando la cantidad de lluvia ha sido significativamente mas baja de lo normal,
respecto al indice anual de precipitacion. Por otra parte, los efectos del estrés por falta
de agua se relacionan directamente con la intensidad y duracién del déficit hidrico, lo
que provoca una reduccioén significativa en el rendimiento de grano (CONAZA, 2010;
FAO-SAGARPA, 2012; Esparza, 2014). La sequia, es el factor mas importante que
limita la productividad del maiz en regiones que dependen de la precipitacién pluvial
(Srivatava, 2014; Shafiq et al., 2015). En México, en los ultimos 14 afios se han
reportado altos niveles de sequia en el ciclo agricola primavera-verano;
particularmente en el afio 2011, se registrd déficit de lluvias durante los meses de junio
a septiembre, afectando el 21.3 % de la superficie sembrada con maiz para grano
(SMN, 2017; SIAP-SAGARPA, 2017).

La magnitud del efecto del déficit hidrico en el rendimiento de grano de maiz, dependen
de la intensidad, duracion y etapa de fenologica en que se presenta; cuando la sequia
ocurre en la fase vegetativa, se reduce la altura de planta y la duracion del area foliar,
lo que afecta la tasa fotosintética; sin embargo, el periodo mas sensible en la planta
de maiz es el periodo constituido entre una semana antes y dos semanas después de

floracibn masculina (Stone et al., 2001; Avendafio et al., 2005). El efecto mayor
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observado es el retraso de la floracion femenina, incrementando el intervalo antesis-
emergencia de estigmas, lo que reduce la produccion final de grano (Westgate y Boyer,
1986; Saini y Westgate, 2000). Cundo la sequia es prologada se afecta el crecimiento,
desarrollo y la produccién en la planta de maiz, como una consecuencia del impacto

en procesos fisioldgicos y bioquimicos (Khalili et al., 2013).

En la cuantificacion del efecto de la sequia en plantas cultivadas, se han desarrollado
indices que permiten medir la respuesta de genotipos al déficit hidrico; la mayoria de
los indices se calculan con base en el rendimiento de grano en condiciones de riego y
sequia (Fischer y Maurer, 1978; Rosielle y Hamblin, 1981), lo que hace necesario
identificar caracteristicas agronémicas relacionadas con la adaptacion a condiciones
limitantes de humedad, lo que facilita la seleccién de genotipos sobresalientes en

forma préctica y eficiente.

El fitomejoramiento convencional ha desarrollado genotipos con tolerancia a la sequia,
por medio de métodos que evallan y seleccionan genotipos en condiciones limitantes
y no limitantes de humedad; lo que ha permitido identificar caracteristicas deseables
que faciliten obtener la mayor ganancia genética en ambas condiciones de humedad
(Mufioz, 1980; Fischer et al., 1989; Bruce et al., 2002). Los criterios de seleccion méas
usados para tolerancia a sequia, se enfocan en el rendimiento de grano y caracteres
secundarios que contribuyen a optimizar la respuesta de las plantas al déficit de agua
(Badu-Apraku et al., 2011), los caracteres secundarios comunmente usados en la
seleccién indirecta para tolerancia a sequia son, corto intervalo antesis-emergencia
de estigmas, baja senescencia foliar, espiga pequefa y hojas arriba de la mazorca
erectas (Edmeades et al., 1999); debido a que la seleccién directa para rendimiento
de grano en ambientes limitantes de humedad es complicado, por la baja heredabilidad

de éste caracter (Ribaut et al., 1996).

Un método eficiente para incrementar la tolerancia y estabilizar el rendimiento en
condiciones de baja humedad, es la seleccion recurrente de genotipos de alto
rendimiento a través de ambientes con déficit y sin déficit de humedad. Este método
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ha demostrado ser efectivo en maiz, sin embargo, es costoso y tardado; en la
poblacion de maiz Tuxpefio Sequia obtenida a través de ocho ciclos de seleccion bajo
déficit de agua, se increment6 el rendimiento de grano en 108 kg ha™ por ciclo
(Bolafios y Edmeades, 1993). En tanto que en otro estudio, se reportd que la seleccion
recurrente de cinco ciclos de seleccion continua, el rendimiento de grano en sequia
tuvo una ganancia genética del 12 % por ciclo de seleccién (Chapman y Edmeades,
1999).

La formacién e identificaciéon de lineas endogamicas segregantes a partir de la
generacion F2, potencializa la generacién de varianza genética por la segregacion
alélica originada por el cruzamiento de lineas altamente endogamicas contrastantes
en el caracter de interés (Walsh, 2001). A partir de la cruza entre las lineas SD34 y
SD35 contrastantes en tolerancia a sequia, se derivaron 230 familias F3, detectando
correlaciones fenotipicas entre el rendimiento de grano y el intervalo antesis-
emergencia de estigmas (-0.50**); asi como con el nimero de mazorcas por planta
(0.53**), las heredabilidades relativamente altas en sequia en estas caracteristicas,
facilitd la seleccion indirecta de genotipos de alto rendimiento en sequia (Agrama y
Moussa, 1996). La linea progenitora tolerante del presente estudio (Ac7643), se uso
también como progenitor tolerante para generar 234 familias segregantes, las que se
evaluaron en condiciones de sequia intermedia y severa, lo mismo que en riego, las
variables de floracion masculina, femenina, intervalo antesis-emergencia de estigmas
(ASI) y rendimiento de grano manifestaron segregacion transgresiva en sequia severa,
el ASI de las familias mostr6 un rango de -4.4 a 9.3 dias y en el rendimiento de grano
se observo una reduccion del 61% del rendimiento en sequia; en cuanto al
comportamiento de Ac7643 se reportdé un ASI corto de -0.2 dias en estrés intermedio
y de -0.6 dias bajo estrés hidrico severo, con un rendimiento de grano 1326 kg. ha*
en el ambiente de sequia (Ribaut et al., 1996 y 1997). El comportamiento de la linea
progenitora susceptible B39 en ambientes de contrastantes de humedad, presento en
riego valores del intervalo antesis-emergencia de estigmas y rendimiento de grano de
1.9dy2.4tha?, respectivamente; en tanto que, en sequia los valores para las mismas
variables fueron de 9.8 d y de 0.4 t ha! (Castillo, 2004).
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Uno de los propdésitos de generar poblaciones segregantes a partir del cruzamiento
entre una linea tolerante y una susceptible, es generar nueva variacion genética y tener
la posibilidad de detectar herencia transgresiva en la expresion fenotipica de
caracteristicas de interés. Los objetivos de la investigacion fueron cuantificar la
respuesta agronémica de un grupo de lineas Sz segregantes de maiz en ambientes de
riego y sequia, asi como seleccionar lineas con tolerancia al déficit hidrico, con base

al promedio de rendimiento de ambos ambientes.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

El germoplasma de estudio estuvo constituido por 100 genotipos de maiz, de los
cuales 96 fueron lineas Sz segregantes, la linea testigo T-43 con tolerancia a la sequia,
linea testigo Ac7729 susceptible a la sequia y dos lineas Sz, provenientes de otra
poblacion segregante. Las lineas Sz provienen, del cruzamiento de las lineas Ac7643
(tolerante a sequia) y B39 (susceptible a sequia). Las lineas endogamicas T-43 y B39
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en tanto que las lineas Ac7643 y Ac7729 fueron
facilitadas por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT). Las
lineas se evaluaron en experimentos de campo en condiciones de riego y sequia
inducida; se establecieron en el campo experimental de la Escuela de Estudios
Superiores de Xalostoc, de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, en el
municipio de Ayala, Morelos. La localidad se caracteriza por presentar un clima Calido
Sub-huimedo, suelo tipo vertisol, a 1285 m de altitud con rango de temperaturas de 8.4

a 36.0 °C y una precipitacion media anual de 912 mm (INEGI, 2008).

El ambiente de riego se establecio en el ciclo de lluvias correspondiente a primavera—
verano 2016, periodo en el cual no hubo limitacion de humedad para el cultivo,
registrandose 1089 mm de precipitacién total durante el ciclo biolégico del cultivo. En
cuanto al ambiente de sequia, se establecio en el ciclo agricola otofio-invierno 2016/17
(donde comunmente no se presentan lluvias), para el manejo de humedad en éste
ambiente, suministré un riego de siembra (90 mm), uno de emergencia (40 mm) a los
9 dias después del de siembra, posteriormente tres riegos de auxilio de 55 mm cada
uno, a intervalos de 12 d; suspendiéndose la irrigacion a los 45 d después de la
siembra; a los 77 d se suministro un riego ligero (30 mm) aplicando el riego en surcos
alternos, y a partir del dia 94 se proporcionaron dos riegos de 30 mm cada uno, para
favorecer el llenado de grano, aplicAandose una lamina total de riego de 385 mm. El
disefio experimental utilizado en ambos ambientes fue un Latice Alfa (0,1), con cuatro

repeticiones por entrada y por ambiente; los genotipos se sembraron en 10 bloques,
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con 10 unidades experimentales por bloque. La unidad experimental fue un surco de
4 m de largo, 0.75 m de ancho y a 0.20 m la distancia entre plantas. El manejo
agronomico de los experimentos de campo fue conducido de acuerdo a la guia técnica
del Campo Experimental de Zacatepec, Morelos (Trujillo, 2002). Se registraron 10
variables de respuesta, floracion masculina y femenina (FM-d y FF-d), intervalo antesis
emergencia de estigmas (ASI-d), las variables relacionadas con la floracion se
registraron en la etapa fenologica VT y R1, altura de planta y mazorca (AP-cm y AM-
cm), en cuanto a las alturas se midieron en la etapa R4, hileras por mazorca (HM-No.),
longitud de mazorca (LM-cm) diametro de mazorca (DM-cm), peso de 100 granos
(P100G-g) y rendimiento de grano (RG-t ha'), las ultimas variables se determinaron

posterior a la madurez comercial.

Los datos generados por los experimentos se sometieron a analisis de varianza
combinados a través de los dos ambientes de evaluacion (riego-sequia) para las 10
variables de respuesta, posteriormente se realizo una comparacion multiple de medias
mediante el procedimiento de Diferencia Minima Significativa (a = 0.05) y un analisis

de regresion lineal.

Con el propdésito de cuantificar la respuesta de las lineas a la sequia, se determinaron
el indice de Susceptibilidad a la Sequia (ISS) [Fischer y Maurer, 1978] y el indice de
Tolerancia (IT) [Rosielle y Hamblin, 1981]. EI ISS se estimé por la ecuacion siguiente:
ISS = 1-[Ys/Yr]/1—-[Ysm/Yrm]. Dénde: Ys= promedio de rendimiento de la i-ésima
linea en el ambiente de sequia; Yr= promedio de rendimiento de la i-ésima linea en el
ambiente de riego; Ysm = promedio de rendimiento de todas las lineas en el ambiente
de sequia y Yrm = promedio de rendimiento de todas las lineas en el ambiente de
riego. En el ISS los valores menores a uno, indican relativa tolerancia a la sequia en

los genotipos.

En cuanto al IT se calculé6 mediante la siguiente ecuacion: IT = Y1 — Y2. Donde: Y1 = el

rendimiento de grano de la linea en el ambiente de riego; Y2 = rendimiento de grano
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de la linea en el ambiente de sequia. En el IT los valores relativamente mas bajos,

indican que un genotipo es tolerante a la sequia.

Los valores de ambos indices se calcularon para cada genotipo y cada repeticion, lo
que permitio realizar un analisis de varianza de una via, para posteriormente realizar
una prueba de comparacion de medias, por medio de una prueba DMS(.05. La
totalidad de los andlisis estadisticos se realizaron usando el software Statistical
Analysis System (SAS, 2009).

36



4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Las lineas en el ambiente de riego produjeron un promedio del rendimiento de grano
de 3.14 t ha, en comparacion al promedio del ambiente de sequia de 0.70 t ha'%, lo
que indujo una reduccioén del 77.7 % por causa de la sequia en combinacion con altas
temperaturas; 1o que se sustenta en los 1089 mm de precipitacion registrada en el
ambiente de riego, con temperaturas fluctuando de 27.7 a 29.5 °C, en tanto que en
sequia, se aplicd una ladmina total de riego de 385 mm y se registraron temperaturas
de 28.8 a 33.9 °C, restringiéndose la humedad cerca de la floracién masculina.

El andlisis de varianza combinado (Cuadro 4.1) en las fuentes de variaciéon de
Ambientes, Lineas y la interaccién Linea x Ambiente mostr6 diferencias altamente
significativas (P<0.01) para todas las variables estudiadas. Las diferencias estadisticas
entre ambientes (riego-sequia) detectadas por el ANOVA combinado, se explican por
el contrastante en las condiciones de humedad a la cual se sometieron los genotipos
y por los ciclos agricolas de evaluacion; es decir, las condiciones ambientales como
temperatura y humedad relativa que prevalecieron en el ciclo agricola primavera—
verano fluctuaron entre 15.7 °C y 28.3 °C, 74.7 a 78.4 %, respectivamente. En tanto
que, en el ciclo otofio—invierno la temperatura oscilé entre 13.3 °C y 32.4 °C, y la
humedad relativa entre 31.3 a 51.0 % (INIFAP, 2017; SMN, 2017). La variacion en la
temperatura del aire y humedad relativa entre los ciclos agricolas de evaluacion, tienen
efecto directo en el grado de expresion fenotipica, particularmente en variables
morfologicas; por lo que, las fluctuaciones ambientales tienen un impacto en la
respuesta agrondmica del germoplasma a través de diferentes sitios y ambientes de
prueba (Zambrano, et al., 2017). En cuanto, a las diferencias estadisticas detectadas
entre lineas, esta se atribuye a la variacion genética presente en el grupo de lineas
evaluado, debido a que son lineas segregantes provenientes del cruzamiento de
dos lineas contrastantes en respuesta a la sequia, lo que generd segregacion alélica
en multiples loci lo que se reflejo en una amplia variacion en la respuesta agronomica

de las lineas. Por otro lado, la seleccion directa para rendimiento de grano bajo sequia,
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ha sido considerada ineficiente debido a la baja heredabilidad del caracter (Ribaut et
al., 1996), por lo que se considera mas efectiva la seleccion de lineas tolerantes, el

evaluarlas en condiciones limitantes y no limitantes de agua.

La presencia de interaccion genotipo x ambiente (L x Amb) en todas las variables
estudiadas, demostré que los ambientes de evaluacién afectaron de manera
importante la expresion fenotipica de las lineas; en general se observo que las lineas
con relativo alto rendimiento de grano en el ambiente de riego, no fueron las mas
sobresalientes en el ambiente de sequia. Debido a la presencia de interaccion genotipo
X ambiente, la evaluacién de genotipos para identificar tolerantes a la sequia, requiere
de evaluaciones del rendimiento de grano en condiciones hidricas favorables y
desfavorables (Rosielle y Hamblin, 1981), debido a que los genotipos responden
diferencialmente a la condicién de humedad y al grado de intensidad de la sequia
(Golbashy et al., 2010).

Cuadro 4.1. Valores estadisticos de caracteristicas morfolégicas de lineas Sz de maiz
(Zea mays L.) evaluadas bajo riego-sequia en Ayala, Morelos, México.

FvV Amb Reps/Amb BI/Reps Amb  Lineas LxAmb Error CV
GL 1 6 72 99 99 522 (%)
FMd 73594.00** 9.72** 1.40* 12.99** 5.07* 1.03 141
FFd 93723.00** 18.84** 3.52** 16.94** 8.33* 225 201
ASIT 2.10** 0.01ns 0.01ns 0.01** 0.01* 0.01 4.02

AP cm 3674313.00** 1556.27** 393.81**  1061.67** 471.80** 84.82 5.19
AM cm 1070777.00**  314.46** 161.06** 834.10** 291.36** 70.28 10.05

HM No. 1682.00** 14.79** 1.68* 14.19** 4.19** 120 8.34
LM cm 1212.54** 5.19ns 2.44** 7.02%* 3.61** 1.82 11.70
DM cm 147.49** 0.66* 0.06ns 0.32** 0.08** 0.05 6.73
P100G g 8719.53** 13.41~ 4.34ns 32.19** 8.42** 3.36 10.98
RGthal 1201.86** 1.29* 0.43ns 2.60** 1.60* 0.40 32.61

FV= Fuente de variacién; GL= Grados de libertad; ns= No significativo; *= Significativo al 5 %; **= Significativo al 1
%; FM= floracion masculina; FF= floracién femenina; ASI = Intervalo antesis-emergencia de estigmas; AP= altura
de planta; AM= altura de mazorca; HM= hileras por mazorca; LM= longitud de mazorca; DM=diametro de mazorca;
P100S= peso de 100 semillas; RG= rendimiento de grano; CV= coeficiente de variacion.
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Considerando al rendimiento de grano en sequia, como criterio para elegir lineas
contrastantes en respuesta a la tension hidrica; el Cuadro 4.2 muestra los promedios
de caracteristicas criticas en los ambientes de sequia y riego de seis lineas de alto y
seis de bajo rendimiento relativo bajo sequia. EIl grupo de lineas sobresalientes en
rendimiento en el ambiente de sequia, con respecto al ambiente de riego mostré una
reduccion del 65.1 % en el rendimiento; sin embargo, la reduccion fue mayor (90 %)
para el grupo de lineas con bajo rendimiento de grano en sequia. En lo que respecta
a los dias a floracion femenina (FF) tanto las lineas de mayor como las de menor
rendimiento de grano en riego, fueron mas precoces (20 y 24 dias respectivamente)

en comparaciéon al ambiente de sequia.

Cuadro 4.2. Medias de las lineas de mayor y menor rendimiento de grano
seleccionadas con base en el rendimiento bajo sequia del grupo de lineas
segregantes de maiz (Zea mays L.).

Linea Sequia Riego

RG FF ASI AP RG FF ASI AP

that d d cm that d d cm
LUM69 212 84 3 101 2.66 65 2 241
LUMS80 153 83 3 131 5.59 63 1 273
LUM57 1.23 85 3 123 4.02 66 2 252
LUM137 1.23 82 4 97 3.20 60 2 224
LUM51 1.19 83 3 115 3.71 63 0 229
LUM188 1.15 85 4 130 5.05 65 0 278
Media 141 84 3 116 4.04 64 1 250
LUM144 0.32 85 3 122 2.69 62 2 254
LUM134 0.30 92 7 128 3.93 67 2 271
LUM113 0.29 92 8 104 1.84 65 1 256
LUM29 0.28 87 6 103 2.10 63 2 231
LUM108 0.27 86 4 109 3.21 63 2 243
LUM126 0.17 93 6 101 2.32 67 1 253
Media 0.27 89 6 111 2.68 65 1 251
DMSpesy 043 211 19 148 1.16 2.08 1.0 105

DMS: Diferencia Minima Significativa.
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Para la variable de intervalo antesis emergencia de estigmas, el grupo de lineas
sobresalientes en el ambiente de sequia manifesto un retraso de dos dias con respecto
a las de riego; en tanto que la respuesta en lineas de menor rendimiento, el retraso fue
de cuatro dias. En lo que concierne a la altura de planta el grupo de lineas
sobresalientes mostré una reduccion en altura de 53.6 %, con respecto al ambiente de
riego; y el grupo de menor rendimiento revelé una reduccién en altura del orden del
55.8 %. Estos resultados demuestran el efecto la disponibilidad del agua en el
comportamiento agronémico de los genotipos, lo que apoya la idea de que las
evaluaciones para seleccionar genotipos tolerantes a sequia deben realizarse en

ambientes que contrasten en humedad (Messina et al., 2015).

Los analisis de varianza de los indices de susceptibilidad a la sequia (ISS) e indice de
tolerancia (IT), permitieron determinar diferencias altamente significativas entre
genotipos para ambos indices (Cuadro 4.3), los coeficientes de variacion para los dos
indices mostraron valores aceptables de 17.27 y 19.98 %, para ISS y IT,
respectivamente. Los resultados obtenidos en ambos indices, permite inferir que la
poblacién segregante evaluada en esta investigacion, posee una gran variabilidad
genética en el rendimiento de grano, que se manifiesta tanto en ambientes de riego
como en sequia; lo que se reflejo en la gran variacion de valores de los indices ISS e
IT en los genotipos probados. Se observo que las lineas con un mayor ISS e IT tuvieron
un menor rendimiento de grano en el ambiente de sequia, lo que significa una
respuesta de susceptibilidad a la escasez de agua, en tanto que las lineas mostrando
valores pequefios en los indices pueden ser clasificadas como tolerantes a la sequia
(Estrada et al., 2016).
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Cuadro 4.3. Cuadrados medios del analisis de varianza de una via para los indices de
susceptibilidad a la sequia (ISS) e indice de tolerancia (IT).

FV GL ISS IT
Lineas 99 0.103* 0.486*
Error 300 0.027 0.090
CV (%) 17.27 19.98

FV= Fuente de variacion; GL= Grados de libertad; **= Significativo al 1 %; CV= coeficiente de variacion.

Los indices de susceptibilidad (ISS) y de tolerancia (IT) a la sequia identificaron dos
grupos de lineas; uno clasificado como tolerante, compuesto por 13 lineas y un
segundo grupo considerado como susceptible, conformado por cinco lineas (Cuadro
4.4); ambos indices identificaron al mismo grupo de lineas, sin embargo, la posicion
de las lineas fue distinta. Las lineas clasificadas por los indices como tolerantes,
presentaron una reduccién en el rendimiento de grano promedio de alrededor del 58.6
% en el ambiente de sequia, mientras que las lineas clasificadas como susceptibles,
mostraron una mayor disminucién del rendimiento de grano en sequia (88.9 %); estos
resultados son similares a los reportados por otros estudios donde las pérdidas de
rendimiento en el ambiente de sequia fueron de alrededor del 71.5 %, en relacion a
riego (Golbashy et al., 2010). Por otro lado, se identificé a la linea LUM69 con el valor
mas bajo en el ISS (0.25), lo que significa que puede ser clasificada como la linea méas
tolerante a la sequia, inclusive super6 en tolerancia a la linea testigo tolerante T-43
(0.38); adicionalmente la misma linea LUM69 mostré el mayor rendimiento de grano
en el ambiente de sequia (2.12 t hal), no obstante, en riego no fue una de las de

mayor rendimiento.

En cuanto al indice IT la linea LUM69 fue una de las tres lineas con mayor tolerancia
a sequia con un valor en dicho indice de 0.54 y aunque fue superada por las lineas
LUM30 (0.46) y LUM82 (0.50); no hubo diferencia estadistica significativa entre las
tres lineas. En cuanto al grupo de lineas clasificadas como susceptibles, las cinco
lineas revelaron tener un valor superior a 1.01 en el ISS, valor correspondiente a la

linea testigo susceptible Ac7729; sin embargo, no se observaron diferencias
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estadisticas significativas entre la linea testigo y el grupo de lineas clasificadas como
susceptibles. Un similar comportamiento se observd en el indice IT con el grupo de

Cuadro 4.4. Lineas tolerantes y susceptibles seleccionadas por el indice de
Susceptibilidad a la Sequia (ISS) y el indice de Tolerancia (IT), en la
poblacidén segregante de maiz (Zea mays L.) evaluada.

Sequia Riego

LINEA ISS IT RG RG
t hat

Lineas tolerantes

LUM69 0.25 0.54 2.12 2.66
LUM82 0.51 0.50 0.66 1.15
LUM30 0.53 0.46 0.60 1.06
LUM28 0.63 0.98 0.49 1.46
LUM109 0.68 0.87 0.57 1.43
LUM10 0.69 0.83 0.69 1.51
LUM70 0.71 1.10 0.82 1.92
LUM96 0.71 0.92 0.56 1.48
LUM153 0.72 0.95 0.61 1.56
LUM78 0.75 1.44 0.98 241
LUM33 0.76 1.01 0.74 3.95
LUM101 0.80 1.03 0.52 1.55
LUM38 0.80 0.88 0.47 1.35
Media 0.66 0.89 0.76 1.81
Lineas susceptibles
LUM173 1.11 3.85 0.62 4.48
LUM73 1.13 3.80 0.48 4.29
LUM97 1.13 3.40 0.47 3.87
LUM44 1.15 3.29 0.36 3.66
LUM134 1.19 3.63 0.30 3.93
Media 1.14 3.59 0.45 4.05
DMSo.05) 0.23 1.23 0.43 1.16

DMS: Diferencia Minima Significativa.
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lineas seleccionadas como susceptibles, estas manifestaron valores estadisticamente
iguales al de la linea testigo Ac7729 (4.64). Aunque los indices ISS e IT son un criterio
aceptable por fitomejoradores para identificar genotipos con tolerancia a sequia,
dichos genotipos no necesariamente presentan los mayores rendimientos en el
ambiente de riego (Jafari et al., 2009). Lo anterior se debe a que el rendimiento en
riego y sequia no se determinan por las mismas caracteristicas de la planta, otra causa
es que la interaccion genotipo x ambiente se vuelve significativa cuando se incrementa
el nivel de estrés, adicionalmente cuando se seleccionan genotipos en ambientes no
limitantes, se pierde variabilidad genética para tolerancia a algun estrés (Banziger et
al., 2012).

La relacion entre los indices ISS e IT con el rendimiento de grano en sequia, genero
una pendiente negativa (b = -0.23**) entre el ISS y el rendimiento de grano en sequia
(Figura 4.1A); en tanto que con el rendimiento en riego, la pendiente fue positiva (b =
0.08**) [Figura 4.1B]. En cuanto al indice de IT, no se detecté relacion con el
rendimiento de grano en sequia (b = 0.61ns) [Figura 4.1C]; pero si se observo una
marcada relacion positiva con el rendimiento de grano en riego (b = 0.83*) [Figura
4.1D], resultado similar al encontrado en el ISS, aunque con un mayor ajuste a la recta
de regresién. La linea LUMG9 identificada como tolerante a la sequia, superd en el
valor de ambos indices a la linea testigo tolerante (T-43); se observa en las gréaficas

como dicha linea se separa del grupo de las lineas tolerantes.

La respuesta de las lineas testigo T-43 (tolerante) y Ac7729 (susceptible) fue la
esperada, estas lineas difieren marcadamente en el rendimiento de grano bajo
condiciones de riego (5.91 y 0.95 t hal, para Ac7729 y T-43, respectivamente);
respecto a la reduccion en el rendimiento de grano por causa de sequia, la disminucion
fue muy drastica en la linea Ac7729 (78.7 %), en contraste la disminucion en la testigo
tolerante (T-43) fue del 29.5%, el comportamiento de la linea Ac7729 en éste estudio,

fue muy similar a lo reportado por Ribaut et al. (1997).
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La amplia variacién genética presente en el grupo de lineas segregantes y observada

en la respuesta en las diez caracteristicas estudiadas en el ambiente de sequia; puede

ser una de las causas principales de la falta de ajuste a la recta de regresion,

particularmente con el rendimiento de grano en sequia; se identifico a la linea LUM69

como la de menor reduccion del rendimiento en sequia (20.3 %), en contraste LUM134

tuvo la mayor reduccion del rendimiento de grano (90.9 %). Los genotipos que

presentan bajos valores a través de los indices de ISS y el IT identifican genotipos con

buen rendimiento bajo estrés; sin embargo, también son aquellos genotipos que

presentan poca diferencia entre el ambiente de riego y sequia (Mohammadi, 2016).
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Figura 4.1. Regresion lineal entre el ISS con el RG bajo condiciones de sequia (A) y de riego
(B); y el IT con el rendimiento en sequia (C) y en condiciones de riego (D).
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Con base a que los genotipos tolerantes identificados por los indices de ISS e IT, no
son los més rendidores bajo condiciones de riego, se obtuvo el promedio a través de
ambos ambientes de evaluacion (RG combinado), con el propésito de identificar qué
lineas integraban grupos contrastantes extremas en RG. En el Cuadro 4.5 se
presentan los dos grupos contrastantes identificados; uno de los resultados determiné

que la

Cuadro 4.5. Lineas segregantes de maiz (Zea mays L.) de mayor y menor rendimiento
de grano identificadas a través de los ambientes de riego y sequia.

Medias
) ambos
LINEA ambientes Riego Sequia
t ha' t hat t hat
Mayor rendimiento
LUMS80 3.56 5.59 1.53
LUM188 3.10 5.05 1.15
LUM145 3.08 5.29 0.86
LUM184 2.71 4.61 0.81
LUM22 2.68 4.47 0.89
Media 3.02 5.00 1.05
Menor rendimiento
LUM109 1.00 1.433 0.57
LUM28 0.97 1.460 0.49
LUM38 0.91 1.345 0.47
LUMS82 0.90 1.154 0.66
LUM30 0.83 1.057 0.60
Media 0.92 1.29 0.56
DMS .05 0.62 1.16 0.43

DMS: Diferencia Minima Significativa.

media del grupo de lineas con mayor RG combinado, supero en 69.5 %, al promedio
del grupo de lineas de bajo RG combinado. Al analizar el RG en riego entre ambos

grupos contrastantes, se encontré que el grupo de lineas sobresalientes en el RG
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combinado, tuvieron un RG promedio en riego de 5.0 t ha, superando en 74.2 % al
RG de las lineas de bajo RG combinado, en tanto que la misma comparacion, pero
considerando el RG en sequia; el grupo de lineas de alto RG combinado supero en
37.1 % al rendimiento de grano de las lineas de bajo RG combinado. En cuanto al
grupo de lineas sobresalientes en RG combinado, dichas lineas identificadas no
coinciden con las lineas seleccionadas como tolerantes por los indices ISS e IT. Con
base a que no en todos los afios se presenta sequia, se deberia considerar analizar el
comportamiento promedio de genotipos a través de ambientes de humedad, para
elegir el germoplasma de mayor tolerancia a la sequia (Rosielle y Hamblin, 1981);
debido a que la seleccién del germoplasma tolerante basada en los indices ISS e IT,
identifican genotipos que presentan una menor reduccion del RG en condiciones de
sequia, pero no garantiza que sean los mejores en condiciones no limitantes de
humedad (Lopez et al., 2008).
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4.6. CONCLUSIONES

La evaluacion de la poblacion segregante de maiz en condiciones de riego y sequia,
reveld una gran cantidad de variabilidad genética entre lineas. La intensidad aplicada
del déficit hidrico, fue suficiente para inducir la expresién genética de la poblacion e
identificar lineas tolerantes a éste factor de estrés, asi como producir una reduccion
en el rendimiento del 77.7 %. Los indices de susceptibilidad a la sequia (ISS) y de
tolerancia (IT) clasificaron a las lineas LUM69, LUM82 y LUM30 como las de mayor
tolerancia a la sequia; sin embargo, solo la linea LUM69 mostr6 rendimientos
competitivos tanto en riego como en sequia. Con base en el promedio a través de
ambientes de humedad, las lineas LUM80 (3.56 t ha'') y LUM188 (3.10 t ha'') fueron
las de mejor comportamiento. Los indices de ISS e IT aunque son un criterio aceptable
para identificar genotipos tolerantes a la sequia, no fueron los mejores debido a que
no seleccionan los genotipos con mejor rendimiento de grano bajo condiciones de
riego, por lo que también se debe de considerar el promedio del rendimiento de grano
de ambientes limitantes y no limitantes de humedad con el fin seleccionar los mejores

genotipos con tolerancia a sequia.
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5.1. RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Comparar el potencial agronémico entre lineas
tolerantes y susceptibles, 2) Estimar el grado de variacion genética y fenotipica en
lineas S2 segregantes, y 3) Evaluar el grado de asociacion genética y fenotipica entre
las variables en estudio. El germoplasma de estudio fueron 32 genotipos de maiz, los
gue se evaluaron en ambientes de riego y sequia inducida en Ayala, Morelos, México.
Se registraron siete variables morfologicas. El rendimiento de grano (RG) de las lineas
tolerantes supero al rendimiento de las susceptibles, tanto en el ambiente de sequia
como en el de riego con valores de 89.7 y 20.5 %, respectivamente. La estimacion de
la varianza genético-aditiva fue ligeramente menor (4.7 %) en el ambiente de sequia
que en el de riego. Los valores de las correlaciones genéticas y fenotipicas de la FF y
ASI con el RG, justifica el uso de estos caracteres en la seleccion indirecta para alto

rendimiento en ambientes de déficit hidrico.

Palabras clave: Estrés hidrico, pardmetros genéticos, correlaciones genéticas
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5.2. ABSTRAC

The objectives of this study were to: 1) Compare agronomic potential between tolerant
and susceptible lines, 2) Estimate the degree of genetic and phenotypic variation in
segregating S2 lines, and 3) Assess the degree of genetic and phenotypic association
between the variables under study. The study germplasm was 32 maize genotypes,
which were evaluated in irrigation and drought-induced environments in Ayala,
Morelos, Mexico. Seven morphological variables were recorded. The grain yield (RG)
of the tolerant lines exceeded the yield of the susceptible ones, both in the drought
environment and the irrigation environment with values of 89.7 and 20.5 %,
respectively. The estimate of genetic-additive variance was slightly (4.7%) less in the
drought environment than in irrigation. The values of the genetic and phenotypic
correlations of FF and ASI with RG, justifies the use of these characters in indirect

selection for high performance in hydric deficit environments.

Keywords: Water stress, genetic parameters, genetic correlations.
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5.3. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos que mas se produce en México, su nivel de importancia
agronomica radica tanto en la superficie dedicada al cultivo, como por su amplia
adaptacion a diversas condiciones agroclimaticas por la gran diversidad genética
existente, lo que permite ser cultivado en casi todo el territorio nacional. En el periodo
2000-2015, a nivel nacional el promedio de consumo anual de maiz fue de 28 millones
de toneladas, en tanto que Meéxico solo produce en promedio 21 millones de
toneladas, por lo que fue necesaria la importacion de maiz para satisfacer la demanda
nacional (Maduefio, 2017). El rango de consumo de maiz per cépita al afo, es de
196.4 a 254 kg, lo que destaca que la produccién en México no es suficiente para
satisfacer la demanda de este cereal. En Morelos, el afio 2018 se destinaron
aproximadamente 38 mil hectareas a la produccién de maiz, estableciéndose la mayor
superficie en el ciclo primavera-verano, con 35 mil hectareas (SIAP, 2018; SAGARPA,
2017).

La sequia es un evento meteoroldgico aleatorio, que consiste en la deficiencia de lluvia
por un periodo de tiempo suficientemente grande para causar una reduccién
significativa en la humedad del suelo, o que ocasiona estrés por falta de agua en las
plantas (Bravo et al., 2006; Contreras, 2005; Zargar et al., 2011). En investigaciones
de campo relacionadas con tolerancia a la sequia en maiz, entre los aflos1980 y 2015
se demostrd que hay disminucion del 39.9 % en el rendimiento de grano, cuando se
reduce en un 40 % la disponibilidad de agua. Se ha establecido que el maiz es
altamente susceptible a la sequia en la etapa fenoldgica previa y durante la fase

reproductiva (Daryanto et al., 2016).

El fitomejoramiento para tolerancia a la sequia en poblaciones de maiz tropical ha sido
posible mediante seleccion recurrente, usando experimentos con sequia inducida y
seleccionando para alto rendimiento, corto ASI, espiga pequefia, hojas erectas, y alto

nivel para mantener las hojas verdes bajo sequia (Bolafios y Edmeades, 1993;
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Chapman y Edmeades, 1999; Edmeades et al., 1999;). Sin embargo, en programas de
desarrollo de hibridos de maiz, desarrollar lineas parentales con tolerancia a la sequia
es de gran relevancia, debido a que hibridos modernos de maiz, han mostrado mejor
comportamiento bajo condiciones de déficit de agua; este aspecto se atribuye a lineas
parentales con mejor comportamiento per se y a la estabilidad del rendimiento de
hibridos a través de ambientes limitante y no limitantes de humedad (Duvick 1997;
2001; Tollenaar y Lee, 2002).

Es importante obtener estimaciones del factor genético y ambiental, especialmente en
la expresion de las diferencias fenotipicas entre genotipos pertenecientes a una
poblacién. Por lo que, los componentes de la varianza genética, como son la varianza
aditiva, la de dominancia y la determinada por efectos epistaticos, la de mayor
importancia es la aditiva, debido a que es responsable del parecido entre parientes,
determinando las propiedades genéticas de una poblacion, como lo son la
heredabilidad, la correlacion genética entre caracteres y por consecuencia la ganancia
genética a la seleccion (Falconer, 1984). Por otro lado, la efectividad de la seleccion
depende de la heredabilidad de los caracteres; la heredabilidad es definida como la
porcion de la varianza fenotipica que es debida a la varianza genética, y cuando es
posible estimar la varianza genético-aditiva, la estimacion de la heredabilidad es

referida como en “sentido estricto” (Fehr, 1993).

La estrategia comun en el mejoramiento genético, para generar tolerancia a sequia en
maiz, consiste en seleccionar genotipos que muestren diferencia minima en el
rendimiento de grano entre ambientes de riego y sequia (Ramirez-Vallejo, 1992). La
incidencia irregular de los periodos naturales de sequia, ocasiona una respuesta
inconsistente a traves de localidades y afos, debido a una fuerte interaccion genético-
ambiental. Esta limitacion metodoldgica se acentua por la falta de criterios de seleccion
practicos y confiables en los programas de mejoramiento genético para sequia. Por lo
que, se han propuesto diferentes indices que permiten discriminar a genotipos
tolerantes de susceptibles, los que fundamentalmente son construidos con base en el

rendimiento de los genotipos bajo riego y sequia. Entre los indices mas utilizados se
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encuentra el propuesto por Fischer y Maurer (1978), la media geométrica (Fernandez,
1992), y los indices de tolerancia a sequia y de productividad media (Rosielle y
Hamblin, 1981). Considerando la presencia de alta interaccién genotipo-ambiente en
evaluaciones de germoplasma en ambientes de riego y sequia, es necesario utilizar
un buen control de humedad en el suelo, adecuado disefio experimental y suficientes
repeticiones para garantizar un nivel de estimacién de efectos por la sequia. La
presente investigacion, se realizdé con el propdsito de estimar la variacion genética
responsable de la respuesta en condiciones de riego y sequia, de un grupo de lineas
segregantes Sz de maiz, y tuvo como objetivos: 1) comparar el potencial agronémico
de lineas tolerantes y susceptibles a la sequia por medio de siete caracteristicas
morfologicas, 2) estimar el grado de variacién genética y fenotipica en el grupo de
lineas Sz segregantes de maiz, usando los pardmetros genéticos de las variables
medidas, y 3) evaluar el grado de correlacion genética y fenotipica entre las variables

de estudio.
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5.4. MATERIALES Y METODOS

El germoplasma de estudio estuvo constituido por 32 genotipos de maiz, de los cuales
28 fueron lineas S2 segregantes del cruzamiento entre las lineas Ac7643 y B39 (lineas
contrastantes en tolerancia a sequia y rendimiento de grano); asi como las lineas
Ac7729 (linea susceptible) y T-43 (linea tolerante), como testigos. Las lineas Ac7729
y Ac7643 fueron desarrolladas por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT), en tanto que B39 y T-43 fueron liberadas por el Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Las 32 lineas de maiz se evaluaron en dos experimentos de campo, conducidos en la
Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc, dependiente de la Universidad Autbnoma
del Estado de Morelos; la que se ubica a los 18° 43" de latitud Norte y a los 98° 54" de
longitud Oeste, la altitud de dicha localidad es de 1250 m (INEGI, 2017). Los
experimentos se establecieron en el ciclo agricola otofio-invierno 2017/2018, en
experimentos contiguos; uno de los cuales se condujo en riego y el otro en sequia
inducida. Inicialmente el manejo de la humedad de ambos experimentos, fue con cinco
riegos con una frecuencia de 12 dias; en el experimento de riego, se continud con la
misma frecuencia de irrigacion durante el resto del ciclo bioldgico, en tanto que, en el
experimento de sequia, a partir del quinto riego se dej6é de regar por un periodo de 30
dias, posterior a este se aplicé un riego cada tercer surco, dejandose de regar
nuevamente por un periodo mas de 18 dias, para finalmente continuar con los riegos
cada 12 dias. El sistema de riego fue por gravedad para los dos experimentos. Se
instalaron dos tensiémetros por experimento, con el propdsito de monitorear el nivel

de humedad del suelo durante el periodo de aplicacion de la sequia.

El disefio utilizado en ambos experimentos, fue Bloques Completos al Azar con cuatro
repeticiones por entrada. Las lineas se establecieron en unidades experimentales de
un surco de 4 m de longitud, a una distancia entre surcos de 0.75 m, y a distancia
entre plantas de 0.20 m. La siembra se realizé de manera manual depositando dos
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semillas por punto, para en la etapa fenoldgica de V3 realizar un aclareo, dejando una
planta por punto de siembra. La dosis de fertilizacion fue 170-70-00 en dos
aplicaciones; la primera al momento de la siembra con la dosis de 100-70-00, y en la
segunda se proporcioné el resto del nitrogeno, cuando las plantas se encontraron en
la etapa V6 (Ritchie et al., 1992). La conduccion agrondmica de los experimentos, se
llevé a cabo con base a la Guia Técnica del INIFAP para el cultivo de maiz en Morelos,

y de acuerdo a las recomendaciones para maiz de riego (Truijillo, 2002).

Las caracteristicas evaluadas en los experimentos fueron: floracion masculina (FM),
floracion femenina (FF), intervalo antesis-emergencia de estigmas (ASI), altura de
planta (AP), altura de mazorca (AM), peso de 100 granos (P100G) y el rendimiento de
grano (RG). Los datos de las variables de respuesta, se sometieron a analisis de
varianza bajo el disefio de Bloques Completos al Azar, tanto de forma individual (por
ambiente de humedad) como combinada (riego-sequia), se realizé una comparacion
multiple de medias mediante el procedimiento de Diferencia Minima Significativa (a =
0.05). Utilizando las esperanzas de cuadrados medios del analisis de varianza bajo un
disefio de blogues completos al azar (Cuadro 5.1), se determinaron los valores de los
parametros genéticos y correlaciones entre caracteres por ambiente de prueba.

Cuadro 5.1. Analisis de varianza individual, considerando un modelo aleatorio.

FV GL CM PCMxy E(CM)
Repeticiones r—1
Lineas (—1 M1 PCM:1 G2 + 1 o2
Error (r—=21(-1) M2 PCM:2 G2

FV = fuentes de variacion; GL = grados de libertad; CM = cuadrados medios; PCMxy =
productos cruzados medios entre las variables X e Y; E(CM) = esperanza de cuadrados
medios, r = repeticiones.
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La estimacion de los parametros genéticos se realizé por medio de las férmulas
siguientes:

cc? = (M1— M2)/r (varianza genética)

or? = Md/r (varianza fenotipica)

H? = 66% / oF? (heredabilidad en sentido amplio)

CVe = (ce/?() 100 (coeficiente de variacion genética)
CVE = (or/ ;) 100 (coeficiente de variacion fenotipica)

rexy = Cov Gxy / Sex Sey  (Coeficiente de correlacion genética)

rexy = Cov Fxy / Sex Sry - (Coeficiente de correlacion fenotipica)
Donde:
oc: desviacion estandar genética; oc: desviacion estandar fenotipica; Cov Gxy:
covarianza genética entre la variables X e Y; Cov Fxy: covarianza fenotipica entre la
variables X e Y; scex: desviacion estdndar genética; y srx: desviacidn estandar

fenotipica.

Los andlisis estadisticos se realizaron usando el software Statistical Analysis System
(SAS, 2009).
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5.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de varianza (Cuadro 5.2) detectaron en las fuentes de variacion de
Ambientes, Lineas y de la Interaccion Linea x Ambiente, diferencias estadisticas
altamente significativas (P< 0.01) en la totalidad de las variables. En cuanto al tipo de
interaccion genético-ambiental, se identificoO para todas las variables de respuesta, el
tipo de interaccion de diferencias en magnitud; lo que significa que en general los
genotipos mostraron una mayor expresion fenotipica en el ambiente de riego, que en
sequia, con excepcion del intervalo antesis-emergencia de estigmas, donde en el
ambiente de sequia, fue méas prolongado. Los coeficientes de variacion fluctuaron
entre 2.14y 28.26 %, estos valores correspondieron a floracion femenina y rendimiento

de grano, respectivamente.

Cuadro 5.2. Cuadrados medios de siete caracteristicas morfologicas de lineas Sz de
maiz, evaluadas en riego y sequia en Ayala, Morelos.

FV Amb Reps/Amb Lineas Lin x Amb Error CV (%)
GL 1 6 31 31 186

FMd 226.879** 5.868ns 30.917** 16.355** 4519 2.75

FFd 3018.130** 6.686* 22.9444** 15.016** 3.100 2.14

ASI | 2.013* 0.004ns 0.014** 0.012* 0.003 4.42

AP cm 57052.000** 424.379** 1260.086** 255.738* 148.782 9.62

AM cm 474.423ns 557.922** 807.496** 180.412** 63.820 14.43

P100G g 40.323ns 7.679* 47.513* 24.180** 3.444 12.32

RG that 81.961** 0.144ns 0.956** 0.493** 0.088 28.26

FV = Fuente de variacion; GL = Grados de libertad; FM = Floracion masculina; FF = Floracion femenina;
ASI = Intervalo antesis-emergencia de estigmas; AP = Altura de planta; AM = Altura de mazorca; P100G
= Peso de 100 Granos; RG = Rendimiento de Grano; NS = No significativo; * = Significativo a 5 %; ** =
Significativo a 1 %.

Las diferencias estadisticas entre ambientes se atribuyen a los efectos de la
disponibilidad de agua en el suelo (Figura 5.1), lo que es apoyado por el

comportamiento de las lecturas de los tensiometros durante el periodo de mayor
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susceptibilidad del maiz a la sequia (siete dias antes y 14 dias después de la floracion).
En el experimento de riego durante el periodo mencionado, el rango de lecturas de los
tensidbmetros fluctu6é desde 15 hasta 33 centibares; mientras que, en el experimento
de sequia para el mismo periodo, las lecturas variaron desde 38 hasta 65 centibares
de presion, lo que significa un mayor nivel de tension hidrica. Debido a la variacion
aleatoria de la precipitacion que puede prevalecer entre ambientes, las evaluaciones
agronomicas de germoplasma de maiz requieren realizarse a través de ambientes
contrastantes, lo que permite estimar con mayor precision los componentes genéticos

y separar el efecto genético-ambiental (Alejos et al., 2006; Badu-Apraku et al., 2011).
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Figura 5.1. Lectura de tensidbmetros instalados en los ambientes de evaluacion, riego
(A) y sequia (B), fecha del promedio floracion masculina (FM), fecha del
promedio de floracion femenina (FF), fecha del ultimo riego ultimo riego (X),
fecha de aplicacion de medio riego (&), y fecha de reanudacion de riegos
(Z), centibares (ch).

Con relacion a las diferencias estadisticas observadas entre las lineas, el resultado
revel6 presencia de alta variabilidad genética entre el germoplasma de estudio, lo que
resulta a partir de multiples combinaciones alélicas en una poblacion segregante
(Agrama y Moussa, 1996; Ribaut et al., 1996). La presencia de interaccion genotipo-

ambiente en todas las variables medidas, se puede atribuir al grado de variacion
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genética entre lineas que componen la poblacidén segregante, a lo contrastante de los
ambientes y al efecto diferencial que los factores impredecibles producen en los
genotipos (Fehr, 1993).

Con base en el rendimiento de grano en sequia inducida, se seleccionaron cinco lineas
con mayor y menor rendimiento de grano (Cuadro 5.3), en este cuadro se observa que

en la variable de rendimiento de grano (RG) las lineas tolerantes, mostraron una

Cuadro 5.3. Promedios en variables criticas en Lineas Sz segregantes de maiz, con
mayor y menor rendimiento de grano en condiciones de riego y sequia
inducida, en Ayala, Morelos.

RG FM ASI AP

Linea t hal d d cm

Sequia Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia Riego

Lineas de mayor rendimiento

LUM78 1.357 1.977 73 73 8 3 109 131
LUM28 1.221 1.302 75 76 6 3 91 110
LUM38 0.821 1.402 78 76 6 3 97 130
LUM1 0.782 2.046 74 76 11 3 114 129
LUM73 0.779 2.519 78 74 9 3 113 161
Promedio 0.992 1.849 76 75 8 3 105 132
Lineas de menor rendimiento
LUMS33 0.160 1.257 77 79 7 2 121 145
LUM108 0.141 1.952 75 76 12 2 119 142
LUM44 0.101 1.797 76 77 7 2 106 135
LUM144 0.096 1.042 78 75 12 3 124 146
LUM10 0.015 1.301 82 76 3 95 132
Promedio 0.102 1.470 78 77 9 2 113 140
DMS(oos) 0.188 0.557 39 15 34 09 195 147

RG = Rendimiento de Grano; FM = Floracion masculina; ASI = Intervalo antesis-emergencia de
estigmas; AP = Altura de planta.
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reduccion del 46.3 % de su rendimiento por causa de la sequia, en tanto que en el
grupo de las lineas susceptibles la reduccién fue significativamente mayor, registrando
un 93.1 % de efecto. En lo referente a la variable de floracion masculina (FM), fue
similar el comportamiento tanto en lineas tolerantes como susceptibles; mientras que,
el intervalo antesis-emergencia de estigmas (ASI) las lineas tolerantes mostraron un
retraso promedio de 5 dias en el ambiente de sequia, y las susceptibles en promedio
expresaron un retraso de 7 dias en la misma variable. La respuesta observada en la
altura de planta, las tolerantes redujeron en 20.5 % su altura por causa de la sequia,
en tanto que las susceptibles manifestaron una reduccion del 19.3%. Estos resultados
confirman que el grupo de lineas evaluado, presentan un alto grado de variacion en
respuesta a las condiciones de humedad e indican que el valor de la varianza
fenotipica es altamente afectado por el ambiente de crecimiento, particularmente por

la disponibilidad del agua (Traschel et al., 2016).

Los resultados de las estimaciones de los parametros genéticos y coeficientes de
variacion genética y fenotipica de las lineas evaluadas en riego se muestran en el
(Cuadro 5.4); donde se observa que la heredabilidad promedio a través de las siete
variables es del 85%, indicando este porcentaje la cantidad de variacion fenotipica,

Cuadro 5.4. Parametros genéticos, coeficientes de variacion genético-aditiva y
fenotipica para el grupo de lineas Sz de maiz, evaluadas en riego, en
Ayala, Morelos.

, FM FF ASI AP AM P100G RG
Parametro
d d cm cm g that
o2a 4.13 2.95 0.21 165.58 107.28 10.61 0.20
02F 4.43 3.29 0.32 191.56 120.87 11.41 0.24
h2 0.93 0.90 0.65 0.86 0.89 0.93 0.84
CVa (%) 2.66 2.18 19.89 0.08 18.26 22.22 27.98

CVE (%) 2.75 231 2465 9.78 19.38 23.04 30.56

0°a = varianza genética, 0% = varianza fenotipica, h? = heredabilidad en sentido estricto, CVa =
coeficiente de variacion genético-aditiva, CVr = coeficiente de variacion fenotipica,
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debida a la varianza genético-aditiva. En cuanto al coeficiente de variacion fenotipica,
los valores fluctuaron de 2.31 en floracion femenina hasta 30.56 % en la variable de
rendimiento de grano; en tanto que, en los valores de los coeficientes de variacion
genético-aditiva de los mismos caracteres, el rango obtenido fue desde 2.18 % hasta
27.98 %, correspondiendo a la floracion femenina y al rendimiento de grano,

respectivamente.

Respecto a los valores de los mismos parametros genéticos y coeficientes de
variacion, para el ambiente de sequia inducida (Cuadro 5.5), los valores de la
heredabilidad promedio fue del 81 %, valor ligeramente menor que en el ambiente de
riego, lo que indica que la expresion de la varianza genético-aditiva se reduce en el

ambiente de sequia. Los valores de los coeficientes de variacion fenotipica fueron

Cuadro 5.5. Parametros genéticos y coeficientes de variacion genética y fenotipica
para el grupo de lineas Sz de maiz, evaluadas en sequia inducida, en
Ayala, Morelos.

Parametro  FM FF ASI AP AM  P100G _ RG
D d d cm cm g t hat

02 543 499 508 13899 107.78 559  0.11
o% 739 619 662 18739 12611 651  0.12

h2 073 080 077 074 08 085 096
CVa(%) 298 261 3092 1054 1922 1529  70.28
CVe(%) 944 724 9077 16755 23349 4214 2474

A
62a = varianza genética, cAsZF = varianza fenotipica, h? = heredabilidad en sentido estricto, CVa
= coeficiente de variacion genética, CVr = coeficiente de variacion fenotipica, FM = Floracion
masculina; FF = Floracion femenina; ASI = Intervalo antesis-emergencia de estigmas; AP =
Altura de planta; AM = Altura de mazorca; P100G = Peso de 100 Granos; RG = Rendimiento
de Grano.
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desde 2.31 % (floracion femenina), hasta 24.74 % (rendimiento de grano). Los valores
estimados de la varianza genético-aditiva para los caracteres medido, permite
determinar que en la poblacion base de la seleccion, predominan genes de accion
génica aditiva, que son los responsables de las respuestas genéticas significativas a
la seleccion (Rovaris et al., 2011), justificando la seleccion de lineas S: tolerantes a
sequia. En cuanto a los valores de varianza genético-aditiva, estos resultaron mayores
a la estimacion reportada en otro estudio con lineas S1 de maiz (Rebolloza et al., 2016),
indicando una mayor varianza genética-aditiva en la poblacion usadas en el presente

estudio.

Los resultados del andlisis de correlacion fenotipica y genética, entre el rendimiento
de grano y resto de variables (Cuadro 5.6), determinaron que en condiciones de riego,
tanto la floracion masculina (FM) como la femenina (FF) estuvieron correlacionadas de
manera negativa con el rendimiento de grano, siendo la correlacion intermedia con una
alta significancia estadistica (P<0.01), el intervalo antesis-emergencia de estigmas
(ASI) no mostro correlacion en ambos ambientes; sin embargo, las variables de altura
de planta (AP) y el peso de 100 granos (P100G) solo se correlacionaron genéticamente
con el rendimiento de grano (0.47** y 0.70**, respectivamente). Las correlaciones en
el ambiente de sequia, mostraron que Unicamente la floracion femenina (FF) y el
intervalo antesis-emergencia de estigmas (ASI) resultaron estar asociadas tanto
genéticamente como fenotipicamente con el rendimiento de grano (RG). La FF exhibio
valores de -0.60** y -0-54** en la correlacion genética y fenotipica, respectivamente;
en tanto que para el ASI los valores y sentido de correlacion fueron de -0.44** y-0.36,
para la correlacion genética y fenotipica, respectivamente. Los valores de las
correlaciones genéticas y fenotipicas detectadas bajo condiciones de sequia entre el
rendimiento de grano (RG) y la floracion femenina y con el intervalo antesis-
emergencia de estigmas, son de gran importancia, debido a que se pueden utilizar
para realizar seleccion indirecta para rendimiento de grano en sequia. Los valores
negativos de las correlaciones, tienen el significado de que en general las lineas Sz
evaluadas demuestran que entre mas corto es el ASI o menor son los dias a floracion

femenina, mayor es el rendimiento de grano.
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Cuadro 5.6. Correlaciones fenotipicas y genéticas entre las variables medidas y el
rendimiento de grano en las lineas Sz de maiz, evaluadas en los ambientes

de riego y sequia inducida en Ayala, Mor.

Variable RG (t hat)
Riego Sequia
IFxy FGxy I'Fxy lGxy

FM (d) -0.43** -0.46** -0.16ns -0.15ns
FF (d) -0.41* -0.50** -0.54** -0.60**
ASI (d) -0.09ns 4.57 -0.36* -0.44**
AP (cm) -0.07ns 0.47** -0.07ns -0.10ns
AM (cm) -0.22ns 0.23ns -0.22ns -0.25ns
P100G (g) 0.06ns 0.70** 0.06ns 0.04ns

** = Significativo a 1 %; * = Significativo a 5 %; ns = No significativo; RG = Rendimiento de grano; rexy
= Coeficiente de correlacion fenotipica; rexy = Coeficiente de correlacion genética.

En un estudio con familias F2:3 segregantes de maiz, el RG bajo sequia severa, se

correlacioné con el ASI con un valor de -0.39**, valor muy similar al estimado en éste

estudio (Edmeades et al., 1999; Ribaut et al., 1997).
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5.6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio, permiten concluir que tanto en el
grupo de lineas tolerantes y susceptibles existe un alto grado de variacion genética y
fenotipica en todas las caracteristicas medidas. Sin embargo, para la caracteristica de
ASI en el ambiente de sequia inducida, se detectd un incremento del 73.5 % con
respecto al de riego. Considerando las caracteristicas de importancia del RG y AP, el
efecto de la sequia en ellas, indujo una reduccion del 66.2 y 19.3 %, respectivamente.
La heredabilidad para RG en riego, fue de 12.5 % mas baja que en sequia. En cuanto,
a las correlaciones genéticas y fenotipicas encontradas el RG con FF y ASI, permite
usar a dichas caracteristicas para realizar seleccion indirecta para incrementar el
rendimiento de grano bajo sequia, sobre todo porque la FF y el ASI poseen relativos

altos valores de heredabilidad en sequia.
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6.1. RESUMEN

La planta de maiz utiliza mecanismos complejos de regulacion genética en respuesta
al estrés por sequia, lo que dificulta identificar genotipos que manifiesten tolerancia a
la sequia estable en diferentes niveles de estrés hidrico, por lo que la seleccién asistida
por marcadores es una herramienta que facilita distinguir genotipos tolerantes al déficit
hidrico. Los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Determinar la respuesta
fenotipica a condiciones de riego y sequia inducida, de un grupo de lineas S:2
segregantes de maiz por medio de siete caracteristicas cuantitativas, y 2) Evaluar la
asociacion estadistica entre la expresion fenotipica contrastante de tres caracteres
morfologicos y los patrones electroforéticos de marcadores SSR. El germoplasma
base fueron 20 lineas Sz, los dos progenitores y dos lineas testigos. Las 24 lineas se
evaluaron en el campo experimental de la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc,
perteneciente a la Universidad Autdbnoma del Estado Morelos, durante el ciclo agricola
otofio—invierno 2017/2018 en riego y sequia, mediante el uso del disefio de Bloques
Completos al Azar con cuatro repeticiones. Las caracteristicas medidas fueron
floracion masculina, floracion femenina, intervalo antesis-emergencia de estigmas,
altura de planta y mazorca, peso de 100 granos y rendimiento de grano. Se realizé un
analisis de varianza, comparacion de medias, analisis de correlacién y contrastes no
ortogonales. Se probaron 16 marcadores SSR para identificar polimorfismo entre los
progenitores, identificando al marcador bnlgl863 como polimérfico. Los andlisis de
varianza detectaron alta variacion fenotipica en las caracteristicas medidas. Las lineas
gue se identificaron como susceptibles tuvieron una disminucién del rendimiento de
grano en un 81.5 % con respecto a las lineas tolerantes bajo condiciones de sequia.
Se obtuvieron correlaciones intermedias y altamente significativas entre el rendimiento
de grano y floracion femenina y el peso de 100 granos. El patron de bandeo generado
por el marcador bnlg1863 identificO asociacion fenotipica altamente significativa con el

rendimiento de grano y floracién femenina.

Palabras clave: Zea mays, estrés hidrico, microsatélites.
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6.2. ABSTRACT

The maize plant uses complex genetic regulation mechanisms in response to drought
stress, making it difficult to identify genotypes that express stable drought tolerance at
different levels of water stress, so marker-assisted selection is a tool that makes it easy
to distinguish genotypes tolerant to water deficits. The objectives of this research were:
1) To determine the phenotypic response under irrigation and induced drought
conditions, of a group of Sz segregating lines of maize by means of seven quantitative
traits, and 2) To evaluate the statistical association between the contrasting phenotypic
expression of three morphological traits and the electrophoretic patterns of SSR
markers. The base germplasm was 20 S: lines, the two parents and two control lines.
The 24 lines were evaluated in the experimental station of the Escuela de Estudios
Superiores de Xalostoc, belonging to the Universidad Auténoma del Estado de
Morelos, during the autumn-winter 2017/2018 agricultural cycle in irrigation and drought
conditions, by using a Randomized Complete Block Design with four repetitions. The
measured traits were male flowering, female flowering, anthesis-silking interval, plant
and ear height, 100-kernel weight and grain yield. Analysis of variance, mean
comparison, correlation analysis, and non-orthogonal contrasts were performed. 16
SSR markers were tested to identify polymorphism between parents, identifying the
bnlg1863 marker as polymorphic. Analyses of Variance detected high phenotypic
variation in measured traits. Lines that were identified as susceptible had an 81.5%
decrease in grain yield compared to tolerant lines under drought conditions.
Intermediate and highly significant correlations were obtained between the grain yield
and female flowering and the 100-kernel weight. The banding pattern generated by the
bnlg1863 marker identified highly significant phenotypic association with grain yield and

female flowering.

Keywords: Zea mays, water stress, microsatellites.
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6.3. INTRODUCCION

La agricultura depende en gran medida de condiciones ambientales que tienen
impacto en el establecimiento, crecimiento y desarrollo de un cultivo; sin embargo, la
creciente incidencia de climas extremos con efectos negativos en la agricultura, la

hacen vulnerable a catastrofes naturales (FAO, 2018).

El maiz es uno de los cereales més importantes para la alimentacién humana y animal,
esta ampliamente distribuido en el mundo y en los Ultimos cinco afios la produccion
total de maiz ha superado en un 31.8 y 30.7 % a la produccién de trigo y arroz
respectivamente (FAO, 2020). Sin embargo, el rendimiento de maiz es severamente
afectado cuando se presenta un periodo de sequia, debido a que es uno de los factores
ambientales que mas dafio puede provocar en diferentes etapas de desarrollo,
particularmente durante la transicién de crecimiento vegetativo al reproductivo (Wang
et al., 2019; Xu et al., 2014).

En los dltimos afios, el rendimiento de maiz ha registrado un incremento significativo,
como consecuencia del mejoramiento convencional; no obstante, lo anterior, el avance
del fitomejoramiento ha sido lento y costoso, particularmente el mejoramiento en
tolerancia a la sequia, debido a que el rendimiento de grano muestra una baja
heredabilidad en experimentos conducidos bajo sequia y una significativa presencia
de interaccion genotipo x ambiente (Edmeades, 2013; Tuberosa et al., 2007).

La tolerancia a la sequia es un caracter poligénico, con importantes efectos aditivos
de muchas regiones cromosomicas del maiz. Lo que dificulta la introgresion efectiva
de genes que confieren tolerancia a sequia, debido al gran nimero de regiones
gendmicas involucradas en el germoplasma bajo mejoramiento. Por consecuencia, el
avance en tolerancia a la sequia, en germoplasma de plantas cultivadas mediante
técnicas convencionales de fitomejoramiento, frecuentemente es lento, debido al

control poligénico en las caracteristicas relacionadas con generar tolerancia a sequia
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en ambientes limitantes de humedad. Considerando que las caracteristicas morfo-
fisiolégicas que determinan tolerancia a la sequia en los cultivos, se heredan
cuantitativamente, el descubrimiento de segmentos cromosomicos con loci que
controlan caracteres cuantitativos (QTLS) son de gran importancia, cuando se ligan
con marcadores moleculares de ADN. Por lo que, cuando se determina que un
marcador se asocié a una expresion fenotipica particular en una caracteristica
cuantitativa, el marcador molecular reduce o elimina la dependencia de la expresion
fenotipica de condiciones ambientales especificas durante la fase de seleccién, lo que
se reconoce como un importante obstaculo en la seleccion convencional en ambientes
de sequia (Ribaut et al., 2002; Sibov et al., 2003; Ribaut et al., 2004).

Por consecuencia, la seleccion recurrente asistida por marcadores, es una técnica
propuesta para incrementar la frecuencia de alelos favorables heredados aditivamente
en poblaciones mejoradas, sea por medio de seleccion entre recombinantes F2 0 en
progenies avanzadas (Bernardo, 2008). En un estudio con 38 hibridos de maiz
evaluados en condiciones de riego y estrés hidrico aplicado durante el periodo de
llenado de grano, se genotipearon los hibridos con 12 marcadores de secuencia simple
repetida (SSR) con el propésito de evaluar la relaciéon fenotipica de los hibridos con el
patrén de bandeado SSR; identificandose un total de 40 alelos, donde alelos de los
marcadores umcl1862 (bin 1.11), umc1719 (bin 4.10-4.11), umcl1447 (bin 5.03),
umc2359 (bin 9.07) y umcl1432 (bin 10.02) se determind que contribuyeron
significativamente a diferenciar hibridos tolerantes a la sequia (Shiri, 2011). En otro
estudio se caracterizé un grupo de 24 lineas de maiz tropical por su respuesta
diferencial al estrés por sequia, y se emplearon 37 marcadores SSR para
genotipearlas; estos marcadores se localizan cerca de loci de caracteres cuantitativos
(QTL) de caracteres morfo-fisiolégicos asociados con la tolerancia a la sequia en la
etapa de floracibn en maiz. Los resultados identificaron 11 marcadores altamente
informativos que contribuyeron significativamente a la diferenciacibn de genotipos

tolerantes y susceptibles a la sequia (Dubey et al., 2009).
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En diferente estudio se generd una poblacién segregante, por el cruzamiento de una
linea élite de maiz con tolerancia a sequia por una linea susceptible a la misma
condicion de estrés; la linea tolerante se us6 previamente para mapear QTLs (Ribaut
et al.,, 1996; 1997), en tanto que, la linea susceptible se seleccioné por su alto
rendimiento per se y por sobresaliente aptitud combinatoria. El estudio identifico cinco
QTLs de seis, previamente identificados para el intervalo antesis-emergencia de
estigmas (ASI), y un QTL adicional ubicado en el cromosoma 3 (Ribaut et al., 1999).
En el cromosoma uno, se ubic6 consistentemente un QTL para ASI en condiciones de
sequia, a través de cuatro diferentes poblaciones de maiz, en tres de esas
poblaciones, se identificaron QTLs en los cromosomas 2, 5, y 8 para el mismo caracter;
y uno en el cromosoma 10 sélo presente en dos poblaciones. En contraste, solo se
localiz6 un QTL para rendimiento de grano consistentemente en el cromosoma uno.
Los resultados justifican dar especial atencion a dichas regiones cromosOmicas, para
probar asociacion fenotipica con marcadores moleculares vecinos a esas regiones
gendmicas con diferente germoplasma de maiz. Los objetivos de esta investigacion
fueron: 1) Determinar la respuesta fenotipica a condiciones de riego y sequia inducida
de un grupo de lineas S2 segregantes de maiz por medio de siete variables
cuantitativas, y 2) Evaluar la asociacién estadistica entre la expresion fenotipica
contrastante de tres caracteres morfologicos y los patrones electroforéticos de

marcadores SSR.
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6.4. MATERIALES Y METODOS

Germoplasma de estudio

En esta investigacion se evaluaron 24 genotipos de maiz, 20 de estos son lineas Sz
segregantes, los progenitores la linea Ac7643 (tolerante a sequia) y la linea B39
(susceptible a sequia), asi como las lineas T-43 (tolerante a sequia) y Ac7729
(susceptible a sequia) como testigos. Las lineas Ac7643 y Ac7729 fueron
proporcionados el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y
las lineas B39 y T-43 por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias (INIFAP).

Descripcién de la localidad de evaluacion

La evaluacion del germoplasma se realiz6 en el campo experimental de la Escuela de
Estudios Superiores de Xalostoc, dependiente de la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos, el que se localiza en el municipio de Ayala. La localidad de evaluacion se
caracteriza por tener un clima Calido Sub-humedo, tipo de suelo vertisol, con una
altitud de 1285 m, un rango de temperaturas de 8.4-36.0 °C y una precipitacion media
anual de 912 mm (INEGI, 2017).

Descripcién y manejo de experimentos

El germoplasma de estudio, se establecié en dos experimentos de campo contiguos,
uno en condiciones de riego y el otro en condiciones de sequia inducida, durante el
ciclo agricola otofio invierno 2017/2018, ciclo agricola que se caracteriza por no
presentar lluvias. La preparacion del terreno fue un barbecho, rastra y surcado a una

distancia de 0.75 m. La dosis de fertilizacion fue 170-70-00 en dos aplicaciones 100-
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70-00 al momento de la siembra y en la segunda se proporcioné el resto del nitrégeno
cuando las plantas se encontraron en la etapa fenoldgica V6 (Ritchie et al., 1992). El
manejo agronémico de los experimentos se llevd a cabo con base en las
recomendaciones de la guia técnica para el cultivo de maiz (Truijillo, 2002) del Campo
Experimental de Zacatepec, Morelos del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Manejo de la humedad en ambos experimentos

El manejo de humedad inicial en ambos experimentos fue con un riego de siembra y
posteriormente se suministraron cinco riegos en ambos experimentos a intervalo de
12 dias entre riegos. Para el ambiente de riego, se mantuvo esta misma frecuencia de
suministro del agua durante todo el ciclo biolégico. En tanto que, en el ambiente de
sequia, a partir del quinto riego se restringié el suministro de agua, por un periodo de
30 dias, posteriormente se aplico un riego ligero, regando cada tercer surco, después
de este riego no se aplico riego por 18 dias mas. Finalmente, se aplicaron dos riegos
con frecuencia de 12 dias para favorecer el llenado de grano en el ambiente de sequia.
El suministro de riego fue por gravedad para ambos experimentos. Con el propdsito
de medir el nivel de tensién hidrica en los experimentos a través del ciclo biolégico del
maiz, se colocaron dos tensiometros por ambiente de humedad, obteniendo el
promedio de lecturas ambos tensiometros por ambiente. Las lecturas de los

tensibmetros a través del ciclo biol6gico se muestran en la Figura 6.1.

Disefio experimental

El disefio experimental utilizado en ambos experimentos fue Bloques Completos Azar
con cuatro repeticiones, por entrada. El tamafio de la unidad experimental estuvo

constituido por un surco de cinco metros de largo y a una distancia entre surcos de

0.75 m. La siembra se realiz6 de manera manual depositando dos semillas cada 0.20
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m y realizando un a clareo cuando las plantas se encontraban en la etapa fenoldgica
V3 (Ritchie et al., 1992).
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Figura 6.1. Registro de los tensiémetros colocados en los ambientes de evaluacion,
riego (A) y sequia (B), floracion masculina (FM), floracion femenina (FF),
altimo riego (X), medio riego (&) y reanudacion de riego (Z).

Variables de respuesta

Las caracteristicas medidas en los experimentos fueron: floraciébn masculina (FM),
floracién femenina (FF), estas se registraron con el nimero de dias transcurridos
desde la siembra hasta que el 50 % mas uno de las plantas en la unidad experimental,
se encontraban liberando polen o se presentaban con estigmas receptivos,
respectivamente, intervalo antesis-emergencia de estigmas (ASI), determinado por la
diferencia entre los dias a floracion femenina y los dias a floracibn masculina, altura
de planta (AP), la que se determind midiendo la longitud en centimetros desde la base

del tallo a la punta de la espiga principal, altura de mazorca (AM) se determind
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midiendo la longitud desde la base del tallo, al nudo donde se inserta la mazorca
principal, el peso de 100 granos (P100G), la que se cuantificO con base en las
mazorcas desgranadas por unidad experimental, tomando al azar una muestra de 100
granos expresando el peso en gramos, y el rendimiento de grano (RG), representado
por el peso total de grano, ajustado al 15.5 % de humedad y por el nUmero de plantas

cosechadas por unidad experimental, registrando el peso en ton ha™.

Analisis estadistico

Los datos provenientes de las variables de respuesta, se sometieron a un analisis de
varianza individual (por ambiente de humedad) y combinado (considerando ambos
ambientes). Se realizO6 una comparacion mdltiple de medias, mediante el
procedimiento de Diferencia Minima Significativa (0=0.05), se estimaron los
coeficientes de correlacion fenotipica entre variables. Los analisis estadisticos se

realizaron usando el software Statistical Analysis System (SAS, 2009).

Extraccion y cuantificacion de ADN

El genotipeo de las lineas segregantes Sz y sus progenitores, se realizd en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Estudios Superiores de Xalostoc. Se
extrajo ADN gendmico de tejido foliar fresco de cinco plantas tomadas al azar de cada
genotipo, se colocé el tejido en tubos de plastico etiquetados previamente y en hielo
para su traslado al laboratorio. Posteriormente, en un mortero se colocaron
aproximadamente 200 mg del tejido vegetal y se maceré utilizando 2 mL de buffer de
extraccion, vertiendo solo 1000 pL de la emulsion en tubos eppendorf de 2 mL, y se
incubaron en Bafo Maria a 65°C durante 60 minutos. Los tubos fueron removidos del
Bafio Maria y se centrifugaron a temperatura ambiente a 12 mil rpm, durante 5 min.
Posteriormente, se extrajo y transfirid la fase liquida superior (600 pL) a un tubo

eppendorf de 2.0 mL, se afladieron 1400 pL de una solucion de cloroformo y alcohol
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iso-amilico (en una proporcion de 24:1). Posteriormente se centrifugaron a temperatura
ambiente a 8 mil rmp durante 15 min. Después del centrifugado se transfirio la fase
liquida superior a un nuevo tubo de 2 mL y se adicionaron dos volumenes de etanol
absoluto frio (-20° C) y 50 uL de 3M Acetato de Sodio pH 5.2 para precipitar el ADN,
se realizaron dos lavados del grumo de ADN con etanol al 70 %. El grumo de ADN se
secO y se suspendio en 1 mL de TE + 1.5 yL de ARNasa (10 mg/mL), dejandose en
bafio Maria a una temperatura de 65°C por dos horas. Los tubos fueron almacenados
a -20°C hasta su uso en la determinacion de la concentracion del ADN. La
determinacion de la concentracién del ADN, se realiz6 en un equipo NanoDrop 2000
UV en el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del Centro de Investigaciones
en Biotecnologia de la UAEM. De cada una de las muestras se colocé 1 uL en el

NanoDrop 2000 UV y se procedié a tomar la lectura.

Marcadores SSR

Se probaron 16 marcadores de secuencia simple repetida (SSR), que fueron
seleccionados con base a marcadores RFLP identificados por estar asociados a loci
gue controlan los caracteres cuantitativos (QTLS) para el intervalo antesis-emergencia
de estigmas (ASI) y rendimiento de grano (RG), para tal fin se usé la base de datos
Maize Database, para obtener informacién de los marcadores seleccionados
considerando la ubicacion en de los loci mas cercanos a la posicion a los marcadores
RFLP. La informacion de los marcadores utilizados en el genotipeo del presente

estudio, se presenta en el Cuadro 6.1.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y electroforesis

Para el andlisis de los marcadores SSR el volumen de la reaccion de PCR fue de 25
ML y consistié en 2.5 yL de Buffer A (10 X), 0.6 yL de MgCl2 (50 mM), 0.5 uL de
dNTP’s (10 mM), 3 uL de cada primer, 0.2 yL de Taq polimerasa, 5 yL de ADN
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gendmico (10 ng/pL) y completando el volumen total de la reacciéon con 10.2 yL de

H20 inyectable. Las amplificaciones fueron realizadas utilizando el termociclador

Aeris™ (ESCO®). Las condiciones de PCR para la amplificacion del ADN genémico

fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 min, seguido de 35 ciclos a 94°C

durante 1 min, la temperatura de alineamiento del primer (rango usado en esta fase

de 62.5 a 68.8°C) por 1 min, 72°C durante 1 min y una fase de extension final a 72°C

por 5 min.

Cuadro 6.1. Informacion de los marcadores SSR utilizados en el andlisis de 20 lineas

S2 segregantes y las lineas progenitores Ac7643 y B39.

Marcador Bin Secuencia

Forward Reverse
bnlg1484 1.03 GTAAAAGACGACGACATTCCG GACGTGCACTCCGTTTAACA
umcl726 1.10 GATGAGGAAGAAAAGGGAAAAGGA AGACTCAACCCTAACCCTAATGGG
bnlg2248 2.03 CCACCACATCCGTTACATCA ACTTTGACACCGGCGAATAC
mmc0191 2.07 GGTGTTCAGTGTGAAAGGTTA AAGATTTCCGCAAGGTTAAAC
umcl02a 3.05 CTGCCTCTCAGATTCAGAGATTGAC AACCCAACGTACTCCGGCAG
umcl825 3.07 ACTCAAGAGCAGACTGCAAAACCT CGTGCATGTATTGTTTGTCCTAGC
umc2048 3.10 GCTGAAGTCCCAACCACCAC TTGACATGTTCTACCATCTCACCAA
umcl260 5.00 CTTAAGCAGAGCTCAAAAACTGCC  TAAATTGTCAAGCGAGGTTTGGAT
bnig1346 5.07 CATCATGAAGCAATGAAGCC CCGCGCCATTATCTAGTTGT
bnigl702 6.05 TTATCATCAAATGGAGGACACG AAAGACACACGCTAATGGGC
nc013 6.05 AATGGTTTTGAGGATGCAGCGTGG CCCCGTGATTCCCTTCAACTTTC
dupssrl5 6.06 GAAGTCGATCCATCCACC GGGGTAGTGGAGATAACTAGTG
bnig1136 6.07 TAACCGGATGAGCATCTTCC CATCAGCTTCAACGAGTTCG
bnlgl863 8.03 GGCGTTCGTTTTGCACTAAT CGACACAGTTGACATCAGG
bnlgl834 8.03 AAGGTTGGGTGTTGCTATGC TAGCTCTGCCACTGGACATG
bnlgl460 8.03 TTTCACGGCTGGAGTGCC GACTCCGCTGTTCCAGAATC
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Andlisis de asociacion estadistica fenotipo-patron de bandeado SSR

La asociacion fenotipica-patron de bandeado genético se evalud para los datos de
tres caracteristicas fenotipicas floracion femenina (FF), peso de 100 granos (P100G)
y para el rendimiento de grano (RG). Con base en la fotodocumentacion del gel,
producido por la electroforesis de los fragmentos de ADN amplificados por el
marcador bnlg1863 que resulté polimérfico, se detectaron dos grupos de lineas, el
grupo de las lineas que mostraron la banda generada por el progenitor femenino
(Ac7643 tolerante a sequia) integrado por cinco lineas y el grupo de lineas con la
banda del progenitor masculino (B39 susceptible a sequia) conformado por 14 lineas.
Usando los datos de las variables mencionadas se compararon estadisticamente
ambos grupos, mediante la técnica de contrastes no ortogonales, considerando
presencia de asociacién fenotipo-patron de bandeado si el contraste mostré diferencia
altamente significativa (P < 0.01).
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6.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los andlisis de varianza combinados (riego y sequia) de las
caracteristicas medidas en el grupo de lineas segregantes Sz (Cuadro 6.2), muestran
en las fuentes de variaciones de Ambientes, Linea y de la interaccién Linea x
Ambiente diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.01) en todas las
variables medidas. Los coeficientes de variacion que se obtuvieron del experimento
fluctuaron de 1.86 a 24.31 %, estos valores correspondieron a la caracteristica de
floracion femenina y rendimiento de grano, respectivamente. Los resultados
encontrados en el comportamiento de lineas, se explica por el hecho de que son
segregantes provenientes del cruzamiento de lineas contrastantes en su respuesta a
la sequia, por lo que resultan con una alta variacion genética entre lineas hermanas,
en cuanto a las diferencias identificadas entre ambientes, es un resultado esperado,
debido a que la sequia impuesta en pre y durante la floracién tiene una alto impacto
en el maiz, cuya etapa critica de maxima reduccion del rendimiento es esta etapa
fenolégica. Con relacion a las diferencias detectadas en la interaccién Linea x
Ambiente, se pueden explicar por la respuesta diferencial de lineas segregantes a las
dos condiciones de humedad, debido al papel que juegan los genes cuando son
sometidos a diferentes condiciones ambientales; como se ha determinado en estudios
previos en maiz, donde la tolerancia a la sequia es consecuencia de diferentes
sistemas poligénicos controlando diferentes caracteristicas cuantitativas, algunas de
muy baja heredabilidad en condiciones de sequia y alto grado de interaccién genotipo

x ambiente (Qayyum et al., 2012).
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Cuadro 6.2. Cuadrados medios de siete caracteristicas morfoldgicas de lineas
segregantes Sz de maiz, evaluadas en los ambientes de riego y sequia en
Ayala, Morelos.

FV Amb Rep/Amb Linea Lin x Amb Error Ccv

GL 1 6 23 23 138

FMd 148.76** 2.44ns 30.68** 20.22** 3.73 2.49
FF d 2153.38** 4.88ns 21.13** 17.30** 2.34 1.86
ASl q 1.523** 0.003ns 0.017** 0.013** 0.401 4.08
AP cm 43657.20**  397.32* 1416.54** 193.14ns 20151.18 9.56
AM cm 508.63** 574.35** 955.55*  152.13** 8899.49 14.27
P100G ¢ 36.31** 8.48** 55.00** 25.30** 458.3 12.18
RG that 57.38** 0.08ns 1.10** 0.51* 9.27 24.31

FV = Fuente de variacién; GL = Grados de libertad; FM = Floracién masculina; FF = Floracién femenina;
ASI = Intervalo antesis-emergencia de estigmas; AP = Altura de planta; AM = Altura de mazorca; P100G
= Peso de 100 Granos; RG = Rendimiento de Grano; NS = No significativo; * = Significativo a 5 %; **
= Significativo a 1 %.

Con base a que se encontraron diferencias estadisticas en la fuente de variacion de
Ambientes y Lineas, se realiz6 la comparacién multiple de medias por ambientes
(Cuadro 6.3y 6.4). En el Cuadro 6.3, se presentan los resultados del comportamiento
agronémico de las lineas segregantes en el ambiente de sequia; en este cuadro se
separaron estadisticamente dos grupos de lineas, una tolerante y una susceptible a
la sequia, este agrupamiento surgio por el rendimiento de grano en sequia de lineas
evaluadas, donde la separacion se marco por la diferencia en rendimiento por las linea
LUM134 (0.455 t.hat) y LUM126 (0.219 t.ha) cuya diferencia en rendimiento entre
ambas lineas (0.236 t.ha') superé el valor de DMS(.05) (0.189 t.ha'), de manera que
las lineas con rendimiento de grano mayor o igual a 0.455 t.ha se consideraron
tolerantes a sequia, en tanto que las lineas menores o iguales a 0.219 t.ha? se

clasificaron como lineas susceptibles a la sequia.
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Cuadro 6.3. Promedio de las variables medidas en el ambiente de sequia de las lineas
S2 segregantes de maiz.

RG FM FF ASI AP AM  P100G
LINEA t hal d d d cm cm g
Lineas Tolerantes
LUM78 1.357 73.3 81.0 7.8 108.9  47.2 15.0
LUM28 1.221 748 80.8 6.0 90.8 40.4 13.9
LUM38 0.821  78.3 84.3 6.0 97.5 42.8 13.1
LUM1 0.782  74.0 84.8 10.8 1143 534 13.8
LUM73 0.779 783 86.8 8.5 113.0 53.7 12.9
LUM191 0.660 77.3 86.0 8.8 133.3 54.8 11.5
LUM96 0.604  80.0 84.5 4.5 88.6 39.8 14.2
LUM30 0590 77.3 83.5 6.3 126.1  56.8 15.1
LUM70 0581 823 89.3 7.0 105.4  55.9 13.9
LUM134 0.455 81.8 88.0 6.3 126.1 68.4 16.9
Media 0.785  77.7 84.9 7.2 1104 51.3 14.0
Lineas Susceptibles
LUM126 0.219  79.3 86.0 6.8 91.3 64.0 14.6
LUM97 0.186 80.3 88.5 8.3 1239  66.5 14.9
LUM50 0.185 81.3 85.3 4.0 98.9 47.2 14.6
LUM143 0.175 815 87.0 5.5 118.1  60.8 13.9
LUMO98 0.173  75.0 88.0 13.0 92.6 69.0 14.4
LUM3 0.160 76.8 84.0 7.3 121.3 67.6 17.1
LUM108 0.141 748 86.8 12.0 1185 449 13.7
LUM44 0.101 76.3 83.3 7.0 106.2  44.3 14.3
LUM144 0.096 77.5 89.5 120 1242 799 14.8
LUM10 0.015 815 89.8 8.3 94.7 40.6 16.9
Media 0.145 78.4 86.8 8.4 109.0 58.5 14.9
B39PS 0.504 81.3 87.8 6.5 129.9  66.5 17.4
Ac7643FT 0747 815 84.0 2.5 120.1  60.8 22.8
Ac7729TS 0.653  79.5 86.0 6.5 1176  39.6 23.4
T43TT 1.271 813 83.3 2.0 109.6  46.5 16.7
Media® 0520 785  85.7 7.2 111.3 546  15.4
DMS(0.05) 0.189 3.5 2.6 2.9 19.7 12.3 2.8

PS: Progenitor susceptible; PT: Progenitor tolerantes; TS: Testigo susceptible; TT: Testigo
tolerantes; MediaG: Media general del experimento; DMS: Diferencia minima significativa.
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Con base en el agrupamiento de las lineas segregantes tolerantes y susceptibles, se
puede observar en el Cuadro 6.3, que solo en la caracteristica del rendimiento de
grano, ambos grupos difieren significativamente; en promedio las lineas susceptibles
redujeron en un 81.5 % el rendimiento en comparacién al grupo de tolerantes, como
consecuencia del nivel de estrés por sequia impuesto. En cuanto al comportamiento
de los progenitores en el ambiente de sequia, el progenitor tolerante Ac7643 supero
en 0.243 t.ha* el rendimiento del progenitor susceptible B39, mientras que B39 mostré
3.8 dias mas en el periodo de floracion femenina y 4 dias mas en el intervalo antesis-
emergencia de estigmas; considerando que el promedio del ambiente de sequia fue
de 7.2 dias en el intervalo antesis-emergencia de estigmas, es un indicador que el
nivel de estrés obtenido por la restriccion de agua fue suficiente, considerando el
criterio utilizado por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo en
experimento con sequia artificialmente inducida, que considera que cuando se obtiene
un retraso en la floracion femenina de entre 4 y 8 dias en el ASI, es posible identificar
germoplasma con genes de tolerancia a sequia (Banziger et al., 2012).

En el cuadro 6.4, se muestra el comportamiento agronémico de las lineas en el
ambiente de riego. Los resultados indican que ambos grupos de lineas (tolerantes y
susceptibles) que las lineas tienen un comportamiento similar en ambientes no
limitantes de agua, debido a que no se detectaron diferencias estadisticas
significativas para las siete caracteristicas evaluadas. El comportamiento de las lineas
a través de los ambientes de riego y sequia, se detectd una reduccion del rendimiento
de grano del orden de 67.8 % en el ambiente de sequia, en comparacién al de riego;
la floracion masculina se prolongé en 1.7 dias en sequia; en la floracion femenina y el
intervalo antésis-emergencia de estigmas se prolongaron en 6.7 y 4.9 dias,
respectivamente; otro cambio observado a través de ambientes fue en la altura de
planta, donde se encontro que las lineas fueron 21.3% mas altas que en el ambiente
de sequia; en la altura de mazorca y el peso de 100 granos no se encontro respuesta
por efecto de diferentes ambientes de humedad. La evaluacién a través de ambientes
de humedad, permitié detectar diferencias tanto entre grupos de lineas como entre
ambientes, lo que indica que la intensidad del estrés por falta de agua fue
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Cuadro 6.4. Promedio de las variables medidas en el ambiente de riego de las lineas
S2 segregantes de maiz.

RG FM FF ASI AP AM  P100G
LINEA t hal d d d cm cm g
Lineas Tolerantes
LUM78 1.977 72.8 75.3 2.5 130.8 46.0 129
LUM28 1.302 76.3 79.0 2.8 109.8 374 127
LUM38 1.402 76.3 78.8 2.5 130.4 50.0 16.6
LUM1 2.046 76.0 78.8 2.8 129.1 46.1 13.2
LUM73 2.519 73.8 76.8 3.0 160.6 68.5 14.6
LUM191 1.366 79.5 82.0 2.5 152.4 699 10.4
LUM96 1.372 76.5 79.0 2.5 125.3 47.4  10.9
LUM30 1.206 77.3 80.0 2.8 151.4 578 11.9
LUM70 1.487 77.8 80.3 2.5 146.2 627 121
LUM134 1.383 79.5 81.5 2.0 168.2 81.0 15.8
Media 1.606 76.6 79.1 2.6 140.4 56.7 13.1
Lineas Susceptibles
LUM126 1.065 80.0 82.0 2.0 136.0 64.1 15.4
LUM97 1.379 76.3 78.5 2.3 147.5 65.8 14.3
LUM50 1.417 76.5 78.3 1.8 140.6 58.2 11.9
LUM143 1.018 78.5 80.3 1.8 139.2 65.6 12.7
LUM98 1.161 77.8 79.8 2.0 120.5 45.0 9.7
LUM33 1.257 78.8 81.0 2.3 145.2 65.4 14.3
LUM108 1.952 76.0 78.3 2.3 142.1 56.9 23.0
LUM44 1.797 77.0 78.8 1.8 134.5 46.4 149
LUM144 1.042 74.5 77.0 2.5 146.2 519 10.9
LUM10 1.301 76.3 79.0 2.8 132.1 48.7  13.7
Media 1.339 77.2 79.3 2.1 138.4 56.8 14.1
B39PS 2.757 73.3 76.3 3.0 164.5 643 228
Ac7643°T 2378 73.3 76.3 3.0 159.6 79.3 175
Ac7729™ 2312 77.8 79.5 1.8 156.2 717 16.8
T43TT 1.820 81.0 81.0 0.0 126.4 396 19.8
Media® 1.613 76.8 79.0 2.3 141.4 578 145
DMS0.05) 0.481 1.5 1.6 0.9 14.0 10.3 2.4

PS: Progenitor susceptible; PT: Progenitor tolerantes; TS: Testigo susceptible; TT: Testigo tolerantes;
MediaG: Media general del experimento; DMS: Diferencia minima significativa.

suficiente como para permitir la expresioén genética de las lineas segregantes, ademas

de la necesidad de identificar genotipos estables en el rendimiento de grano, tanto en
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condiciones optimas de humedad como bajo estrés hidrico (Ertiro et al., 2017). Los
resultados en el comportamiento de las caracteristicas estudiadas en ambos
ambientes, apoyan lo reportado en otras investigaciones sobre el hecho de que la
tolerancia a la sequia en el maiz, es un caracter cuantitativo y complejo; porque el
comportamiento de una planta es el resultado de diferentes sistemas poligénicos
controlando caracteristicas agrondmicas importantes. Sin embargo, caracteristicas
agronomicas como la altura de planta y mazorca y el intervalo antesis-emergencia de
estigmas se han utilizado con éxito como criterios de seleccion para mejorar la

tolerancia a la sequia en el maiz (Zhao et al., 2018).

Los resultados de los analisis de correlacion (Cuadro 6.5), detectaron en el ambiente
de riego, asociacion fenotipica alta entre las caracteristicas de floracion masculina
(FM) y la femenina (FF) con un coeficiente de correlacion altamente significativo de
0.97**, de igual forma se observo que entre la altura de planta (AP) y de mazorca (AM)
se obtuvo una correlacién altamente significativa de 0.88**; y con valores de

correlacion intermedios se identificaron las asociaciones entre el rendimiento y las

Cuadro 6.5. Correlaciones fenotipicas entre las caracteristicas medidas a través de

ambos ambientes (negritas riego, normal sequia)

FM FF ASI AP AM P100G RG
Variables d d d cm cm g tha
FM 0.97**  -0.68** -0.14ns 0.05ns -0.12ns -0.54*
FF 0.47* -0.46* -0.09ns  0.13ns -0.19ns -0.58*
ASI -0.59** 0.43* 0.23ns 0.19ns -0.16ns  0.18ns
AP 0.08ns 0.20ns 0.11ns 0.88* 0.31ns 0.41ns
AM 0.11lns  0.48* 0.32ns  0.48* 0.18ns  0.21ns
P100G 0.36ns -0.01ns -0.38ns 0.20ns  0.01ns 0.62**
RG -0.21ns -0.65* -0.38ns -0.07ns -0.39ns  0.05ns

** = Significativo a 1 %; * = Significativo a 5 %; ns = No significativo.
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caracteristicas de peso de 100 granos (0.62**), floracion femenina (-0.58**) y floracién
masculina (-0.54**); de igual manera se encontré una correlacion media entre la
floracién femenina y el intervalo de antesis-emergencia de estigmas (-0.68**), y una
baja correlacion entre la floracion femenina y el ASI con valor de -0.46*. En tanto que,
para el ambiente de sequia inducida se identificaron solo correlaciones intermedias y
bajas. Correlaciones intermedias se encontraron entre el rendimiento de grano y la
floracién femenina y con el intervalo antesis-emergencia de estigmas, con valores de
-0.65** y -0.59**, respectivamente; y correlaciones menores al 50 por ciento entre las
caracteristicas de floracion masculina y femenina (0.47*), floracion femenina e
intervalo antesis-emergencia de estigmas (0.43*) y entre la altura de planta y mazorca
(0.48%). Los resultados obtenidos del comportamiento de las correlaciones fenotipicas
concuerdan con los reportados con otro tipo de germoplasma de maiz, particularmente
la asociacion entre el rendimiento y la floracion femenina en la que se determinaron

correlaciones negativas y altamente significativas (Xue et al., 2013).

Con relacion al genotipeo, los resultados indicaron que las lineas progenitoras Ac7643
(tolerante a sequia) y B39 (susceptible a sequia) fueron polimérficas entre si solo para
el marcador bnlg1863, en tanto que en los 15 restantes se obtuvo monomérfismo. El
patrén electroforético mostrado por los productos de PCR del marcador bnlg1863, se
presenta en la Figura 6.2, en ésta se observa que la banda resultado de la
amplificacion con el ADN del progenitor B39 (susceptible a la sequia) tiene una longitud
aproximada de 190 pares de base, en tango que el progenitor Ac7643 (tolerante a la
sequia) presentd una banda de 120 pares de bases aproximadamente. El patrén
electroforético obtenido concuerda con los patrones reportados para el marcador
bnlg1863, el que produjo un patron de una banda entre 100 y 200 pares de bases en
11 lineas endogamicas de maiz (MaizeGDatabase, 2020). En cuanto al patron
electroforético generado por las 20 lineas segregantes, las lineas LUM1, LUM28,
LUM78, LUM96 y LUM97 mostraron el mismo patron de bandeado que la linea Ac7643
(tolerante), la linea LUM143 reveld un patrén electroforético heterocigoto, al mostrar
las bandas generadas por ambos progenitores; y el resto de las 20 lineas mostraron

el patron del progenitor B39 (susceptible) [Figura 6.2].

93



< -
« o
- -
= =
= =
- -

600 pb

LUM108
LUM126
LUM143
LUM144

100 pb ——

Figura 2. Patrén de bandeo obtenido por el marcador bnlg1863 en los progenitores
(B39 y AC7643) y grupo el grupo de lineas segregantes. M: ladder de
100pb, S: patron similar a B39; T: patrén similar a Ac7643; H: heterocigoto.

Considerando el patrén electroforético de las 20 lineas segregantes, se conformaron
dos grupos, uno conteniendo las lineas con el patrén del progenitor Ac7643, integrado
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por cinco lineas, y un segundo grupo integrado por 14 lineas que mostraron el patron
electroforético de B39, se realizaron contrastes estadisticos (Cuadro 6.6).

Cuadro 6.6. Contrastes no ortogonales de las expresiones fenotipicas bajo sequia de
rendimiento de grano, peso de 100 granos Y floracion femenina, a traves
del patron de bandeo generado por el marcador SSR bnlg1863.

Fuente de Grgdos Sumade Cuadrados
Variacién | ae Cuadrados Medios Pr>F

Libertad

Rendimiento de grano (t ha?)
Repeticiones 3 0.11 0.04ns 0.1288
Lineas 23 14.11 0.61** 0.0001
B39 vs Ac7643 1 3.32 3.32** 0.0001
Error 69 1.24 0.02
CV (%) 25.81

Floracion femenina (d)
Repeticiones 3 19.70 6.57ns 0.1352
Lineas 23 576.24 25.05** 0.0001
B39 vs Ac7643 1 95.56 95.56** 0.0001
Error 69 236.55 3.43
CV (%) 2.16
Peso de 100 granos (Q)

Repeticiones 3 12.64 4.21ns 0.3525
Lineas 23 700.10 30.44** 0.0001
B39 vs Ac7643 1 0.56 0.56ns 0.7030
Error 69 262.82 3.81
CV (%) 12.68

Los contrastes estadisticos se realizaron entre los grupos de lineas descritos y
utilizando los datos del ambiente de sequia de las caracteristicas del rendimiento de
grano, floraciéon femenina y peso de 100 grano. Los analisis de varianza revelaron que,

tanto en el rendimiento de grano, como en la floracion femenina, existieron diferencias
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altamente significativas entre el grupo de lineas avaluadas; en tanto que para el peso
de 100 granos no se encontro diferencia significativa. Lo que significa que el patron
electroforético generado por el marcador SSR bnlg1863, se encuentra asociado a loci
que controlan la expresion fenotipica tanto del rendimiento de grano, como de la
floracion femenina. Por lo que, considerando el locus del marcador bnlg1863, la region
gendmica del cromosoma ocho de maiz (Bin 8.03) es importante en la expresion
fenotipica del rendimiento de grano y floracion femenina, la asociacion del patron
electroforético y el rendimiento de grano explica el 23.5 % de la variacion fenotipica
total de ésta caracteristica y 16.6 % de la variacion total en la floracién femenina. La
region gendémica identificada en este estudio conteniendo loci que regulan la floracion
femenina coinciden con la region descrita por Ribaut et al. (1999) para el intervalo

antesis-emergencia de estigmas.

96



6.6. CONCLUSIONES

Las lineas Sz segregantes de maiz manifestaron un alto grado de variacion genética
en todas las caracteristicas medidas (FM, FF, ASI, AP, AM, P100G Y RG). El nivel de
sequia inducida fue suficiente para reducir el rendimiento de grano en un 81.5 % en
las lineas susceptibles y causar un retraso de 7.2 dias en el ASI del ambiente de
sequia. En cuanto a la correlacion fenotipica se encontré que el rendimiento de grano
aungque no se correlacion6 con el intervalo antesis-emergencia de estigmas, si se
correlacion6 negativa y altamente significativamente con la floracion femenina en un
65 %, de manera la que la linea de mayor rendimiento mostré6 mayor precocidad en la
aparicion de estigmas. Se determind asociacion estadistica importante entre las
bandas producidas por el marcador bnlgl863 y la expresion contrastante del
rendimiento y floracion femenina, explicando el polimorfismo de bandas en un 23.5 %
de la variacion total del rendimiento y de un 16.6% en la floracién femenina.
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