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1. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum y T. durum L ) es uno de los principales cultivos a nivel
mundial, ya que se estimé una produccion, en los afios 2008 y 2009, de 683 millones
de toneladas (Canimolt, 2008).La produccion de trigo en México en el afio 2008 fue de
3.3 millones de toneladas, de las cuales 1.9 millones fueron trigos cristalinos y 1.4
millones destinados para la panificacion (INFORURAL, 2008). Este cultivo es uno de
los principales granos para la alimentacion mexicana, pues con él se elaboran varios
productos de consumo masivo como panes, tortillas, pastas, galletas, atoles, papillas,
obleas y pasteles. De igual forma, este cultivo es uno de los principales en la
temporada otofio —inviernoen el noroeste de México y forma parte de la cultura agricola
de los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California. En este ultimo, el Valle de Mexicali
representa la zona de mayor produccion, ya que en los ultimos diez afios, la superficie
promedio sembrada en este Valle ha sido de 80,000 ha/afio, conuna produccion
superior a las 500 mil toneladas y un rendimiento medio de 6.2 ton ha™, beneficiando a
mas de 2000 productoresy sus familias. En el afio 2008, el estado de Baja California
genero una produccion de 532,450 ton (Pronespre, 2008).

La mayoria de los procesos de seleccion de germoplasma para la liberacion
comercial de semillas involucran generalmente varias variables productivas, sin
embargo, en México estos procesos solo han enfatizado en el rendimiento de grano
(Gonzélez et al., 2007; Lozano del Rio et al., 2009).

En la mecanica de estos procesos, las semillas son sometidas a pruebas ricas en

nutrientes y ambientes muy especificos.



Sin embargo, cuando las semillas son liberadas, estas se siembran baja
diferentes condiciones de manejo como densidad y fecha siembra, fertilizacién, control
de plagas, tipos de suelo, pH, duracién de horas luz (fotoperiodo), temperatura, etc.
Esto hace que al sembrarse en ambientes diferentes, su rendimiento varie, lo cual se
define como interaccién genotipo x ambiente o estabilidad fenotipica.

La estabilidad fenotipica del rendimiento ha tenido varias interpretaciones,
siendo dos de ellas la biologica y la agrondmica. La biolégica es cuando el genotipo
presenta minima variacion a través de los ambientes, mostrando un rendimiento
constante en cualquier condicion de produccion. La agrondémica es cuando existe una
minima interaccion genotipo x ambiente, lo cual esta asociado a la pretension de
obtener un incremento del rendimiento en respuestas para su evaluacion, con una
amplia variedad de condiciones para la obtencidbn de genotipos estables (Becker,
1981).

En el Valle de Mexicali, la mayoria de los productores de hortalizas rentan por
varios afios las tierras en aproximadamente 700 dolares/ha, y para tratar de amortiguar
los costos, siembran también otro tipo de cultivo, que frecuentemente es trigo; de las
80,000 ha utilizadas para la siembra de trigo, aproximadamente el 50% proviene de la
siembra de hortalizas. Durante la siembra de hortalizas se adicionan grandes
cantidades de fertilizantes para obtener la calidad requerida para su comercializacién, y
solo una parte de estos nutrientes son absorbidos por las hortalizas, ya que el resto

gueda en el suelo y pueden ser aprovechados por cultivos posteriores como el trigo.



Por esta razén, las zonas trigueras del valle de Mexicali favorecen el concepto
agronomico de la estabilidad, debido a las variaciones ocurridas entre sitios y ciclos
agricolas por efectos climaticos, de manejo y tipo de suelo.

Existen otras técnicas de mejoramiento genético para incrementar el rendimiento,
componentes y calidad harinera, la mas utilizada es la técnica de bombardeo con
microproyectiles. El bombardeo esta basado en el sistema de transferencia de particula
gen-caiion, en el cual DNA desnudo es fisicamente introducido dentro de células
mediante bombardeo con microproyectiles. Este proceso involucra: aceleracion de alta
velocidad de microproyectiles de oro, los cuales llevan consigo DNA ajeno; penetracion
a través de la pared y membranas celulares mediante microproyectiles, y entrega de
DNA dentro de las células de la planta (He and Lazzeri, 1998).

Para lograr una determinacién adecuada de la estabilidad y mejoramiento genético
en variedades de trigo, resulta pertinente tener un conocimiento mas preciso de su
comportamiento en diferentes ambientes y aplicar otras técnicas para modificar
genéticamente las plantas para producir nuevas variedades con caracteristicas
fenotipicas estables.

Considerando que no existe informacion de investigacion en variedades de
trigo relacionada con rendimiento, sus componentes Yy la calidad harinera en estos
sistemas de rotacion hortalizas-trigo con regimenes de fertilidad residual y fertilizacion
comercial,se realizd esta investigacion con el objeto de evaluar la estabilidad
fenotipica de las variedades comerciales de trigo Cachanilla F-2000, Yécora F-70 y

Triguenio F-00, en Valle de Mexicali, Baja California, bajo cuatro ambientes de prueba.



Asi como, evaluar la presion 6ptima de bombardeo y la distancia aplicado
durante el proceso de bombardeo, para la maximizacién la expresion del gen [3-

glucuronidasa (GUS) en el trigo.

1.1Objetivos Especificos

1.1.1Evaluar la estabilidad fenotipica del rendimiento de grano y sus componentes en
tres genotipos de trigos (Cachanilla F-2000, Yécora F-70 y Triguenio F-00) en cuatro

ambientes, utilizando un modelo univariado y otro multivariado.

1.1.2Evaluar la estabilidad fenotipica de calidad harinera de tres genotipos de trigos
(Cachanilla F-2000, Yécora F-70 y Triguenio F-00) en cuatro ambientes, utilizando dos

modelos, un modelo univariado y otro multivariado.

1.1.3 Evaluar las variables optimas de presion y distancia aplicada durante el proceso
de bombardeo de tejido embriogénico de trigo, para la maximizacion de la expresion

del gen B-glucuronidase (GUS).
1.2 Hipobtesis

1.2.1 Ho:La estabilidad fenotipica del rendimiento del grano, sus componentes y
calidad harinera de tres variedades de trigos (Cachanilla F-2000, Yécora F-70 y
Triguenio F-2000) no se modifica bajo fertilidad residual ¢ fertilizacion comercial cuando
se aplican los método propuestos por Eberhart y Russell, (1966) y por el modelo
AMMI (1996).

1.2.2 Ho: La presion y distancia aplicada durante el proceso de bombardeo de tejido

embriogénico de trigo, no maximiza la expresion del gen B-glucuronidase (GUS).



2. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la estabilidad fenotipica de tres genotipos
de trigo en cuatro ambientes en 2008 y 2009 utilizando el modelo de regresion de
Eberhart y Russell y con el de efectos principales aditivos e interacciones
multiplicativas (AMMI). Adicionalmente, fueron estimadas la interaccidon Genotipo X
Ambiente y la comparacion de medias de los genotipos para rendimiento de grano y
sus componentes, y la fuerza de gluten. El experimento 1 fue realizado en el Ejido
Mezquital, mientras que el experimento 2 fue llevado a cabo en el Ejido Nuevo Leon.
Ambas localidades estan situadas en el Valle de Mexicali, Baja California. En cada
localidad fueron sembrados tres genotipos de trigo, Yécora F-70(Y), Cachanilla F-
2000 (C) y Triguenio F-00 (TR), en un disefio experimental de bloques completos al
azar con cuatro repeticiones. La siembra fue hecha en surcos con una densidad de
siembra de 40kg ha™. Para el experimento 1, los tratamientos fueron: (FR) uso de la
fertilidad residual proveniente del cultivo anterior cebollin, y (FR+FC) la utilizacion de la
fertilidad residual mas fertilizacion comercial. Lo mismo fue establecido en el
experimento 2, pero en suelos provenientes de Raphini como cultivo anterior.

Los resultados encontrados en el analisis de la interaccion Genotipo X
Ambiente resulté altamente significativa (P<0.01) para las variables de estudio. En la
comparacion de medias, para el rendimiento de grano y peso hectolitrico no se
encontraron diferencias entre los genotipos (C) con respecto a (Y) y (TR) (7721.9,

7600, 7251.3 Kg hay 80, 80, 79 Kg hL™, respectivamente), ni entre los genotipos (Y)

y (TR).



En el rendimiento de paja y panza blanca, el genotipo (C) tuvo mayor
rendimiento y porcentaje de panza blanca (9848.5 Kg ha™y 2.31%, respectivamente)
con respecto a (Y) y (TR).

El indice de cosecha fue menor en el genotipo (C) (0.45) con respecto a (Y) y
(TR) (0.47 y 0.48 respectivamente). El genotipo (TR) presenté mayor porcentaje de
proteina en grano y fuerza de gluten (12.5% y 436.8 x 10™J) con respecto a (Y) y (C).
Con el modelo de Eberhart y Russell, los genotipos (C), (Y) y (TR) fueron clasificados
como estables para las variables de rendimiento de grano, sus componentes y fuerza
de gluten, sin embargo, para panza blanca los genotipos (Y) y (TR) no fueron estables.

El modelo AMMI no resultd ser mas efectivo para caracterizar la respuesta de
los genotipos. Existen diferencias entre los resultados obtenidos con el modelo de
Eberhart y Russell que no son explicados por el Modelo AMMI y viceversa. Es
probable que no todas las variables de rendimiento de grano, sus componentes y
fuerza de gluten puedan ser evaluadas con el mismo modelo. Por lo tanto, en base a
estas diferencias es necesario evaluar otros modelos que proporcionen mayor
informacion, tales como la metodologia de la varianza de estabilidad de Shukla, Lin y
Binns; laregresion de Finlay y Wilkinson; indices de Eskridge; entre otros.

Hay algunos parametros de bombardeo que han sido examinados en arroz y
trigo, como la optimizacion de DNA, presion de bombardeo, distancia del blanco,
numero de bombardeos y el uso de un tubo para el disparo. Preliminares estudios han
encontrado que la variedades elite son mas susceptibles al dafio por el bombardeo
resultando una respuesta pobre en el tejido de cultivos y una recuperacion ineficiente

de plantas transgénicas.



Por lo tanto, es importante evaluar la presion 6ptima de bombardeo y la
distancia aplicado durante el proceso de bombardeo, para la maximizacion la
expresion del gen B-glucuronidasa (GUS) en el trigo. Los resultados mostraron que la
mejor expresion del gen GUS fue conseguida a distancia maxima del blanco (7.5cm) y
a un nivel de presion media (1100psi). Los resultados muestran ser Utiles para
incrementar la probabilidad de insercion y expresién del gen durante la manipulacion

genética del trigo.

Palabras claves:Estabilidad, pared celular, embrion inmaduro, Biobalistica.



2.1 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the phenotypic stability of three different
wheat genotype, carried out at four different environments during 2008 and 2009, using
the regression model of Eberhart and Russell, as well as the model of additive main
effects and multiplicative interaction (AMMI). In the other hand, the interaction genotype
X environment was estimated. The mean comparison between genotypes for grain yield
and its components, as well as for gluten strength was also assessed.

The first experiment was carried out in Ejido Mezquital, while the second
experiment was carried out in Ejido Nuevo Leon. Both places are located in Mexicali
Valley, in the State of Baja California. Three different wheat genotypes, Yécora F-70(Y),
Cachanilla F-2000(C), and Triguenio F-00(TR); were sown in each location, using a
randomized complete block design with four replications. The seed rate was 40 kg ha-1.
The treatments for the first experiment were as follows: (FR), residual fertility from
previous green bunching anion crop; and (FR+FC), same residual fertility plus
commercial fertilization. The same treatments were established for the second
experiment, with the exception that Raphini, was the previous crop.

Data analysis showed that the interaction genotype X environment was highly
significant (P<0.01), for the study variables. Regarding analysis of means, no
differences were found between genotypes (C), (Y) and (TR), neither for grain yield nor
for test weight (7721.9, 7600, 7251.3 Kg ha™ and 80, 80, 79 Kg hL™, respectively).

Genotype (C) showed higher straw yield and yellow berry (9848.5 Kg ha'y
2.31%, respectively), compared to (Y) and (TR) types. Meanwhile, harvest index was

lower in genotype (C) (0.45), versus (Y) and (TR) (0.47 and 0.48 respectively).



Genotype (TR) showed the highest protein concentration in grain and gluten
strength (12.5% and 436.8 x 10™ J),compared to (Y) and (C).

Throughout the application of Eberhart and Russell model, genotypes ©, (Y) and
(TR) were classified as stable for grain yield and its components and gluten strength
variables. Nevertheless, genotypes (Y) and (TR) were not stable regarding yellow berry.
AMMI model did not prove to be more effective than the Eberhart and Russell regarding
genotypes response characterization. In some cases, the differences found through the
application of Eberhart and Russell model cannot be explained by AMMI model, and
vice versa. It is likely that grain yield and its components as well as gluten strength
variables cannot be all evaluated with the same model. Therefore, based on these
differences, it is important to evaluate the application of other models which could give
further insight, such as variance stability methodology from Shukla, Lin and Binns;
regression from Finlay and Wilkinson; and Eskridge indexes, among others.There are
some bombardment parameters that have been examined in rice and wheat, such as
the optimization of DNA, gun pressure, target distance, number of bombardments, and
the usage of a focusing nozzle. Therefore, is important to evaluate the optimum gun
pressure and target distance applied during the bombardment process to maximize
transgenic B-glucuronidase (GUS) expression in wheat. The results showed that the
best transient expression of the GUS gene was achieved at the maximum target

distance (7.5 cm) and at the middle pressure level (1100 psi).



These results can be useful in order to increase the probabilities of insertion and
expression of genes during wheat genetic manipulation. As a result, using this protocol,
gold particle losses can be minimized as well as tissue damage for future applications of
embryo bombardment.

keywords: Stability, Cell wall; immature embryo; Biolistic.
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3 REVISION DE LITERATURA

3.1 Fenotipo
3.1.1 Definicidony diversidad bioldgica

El fenotipo de un individuo es determinado por dos componentes basicos: El
genotipo o constitucién genética del individuo y el ambiente especifico en el cual el
individuo se desarrolla. El fenotipo se observa, cuantifica y analiza, mientras que el
genotipo no es observable, pero es deducible a partir del fenotipo por diferentes
métodos de andlisis genético. Como reaccion al ambiente un genotipo es capaz de
producir varios fenotipos como resultado de la IGA (Interaccion genotipo x Ambiente).
En otras palabras individuos con el mismo genotipo pueden mostrar distintos fenotipos
dependiendo del ambiente (Puertas, 1992).
3.1.2 Ambiente

Este ha sido discutido en forma amplia por gran nimero de investigadores.
Allard (1960), lo expresa como la suma de todas las condiciones externas que afectan
el crecimiento y desarrollo de un organismo. Para Lin y Binns (1986), el efecto
ambiental sobre un genotipo depende del suelo y de las condiciones atmosféricas. Para
estos investigadores el suelo permanece casi constante de afo en afio y puede ser, a
pesar de todo, considerado como un efecto fijo. ElI tiempo atmosférico es mas
complejo, porque tiene una parte persistente representada por la zona climatica general

y una parte no predecible representada por la variacién del clima, afio en afio.



En general, ambiente se puede definir en forma amplia y de acuerdo con los
factores bidticos y abibticos, como el conjunto de las condiciones del suelo, clima,
manejo agronémico y administracion (oportunidad de las practicas de manejo) los
cuales tendran un efecto marcado sobre la expresién del rendimiento en el genotipo de
las plantas.

3.1.3 Interaccion genotipo x ambiente (IGA)

La IGA surge cuando una variacion ambiental tiene distinto efecto sobre
genotipos diferentes; es decir, la interaccion resulta de la respuesta diferencial de los
genotipos a la variacion ambiental o, a la inversa, cuando un genotipo que presenta
una respuesta diferencial responde de distinta manera a las variaciones del ambiente
(Fox et al., 1997). La IGA es un aspecto a tener en cuenta en los programas de
mejoramiento ya que la estabilidad de rendimiento de un genotipo en particular
depende de su respuesta a diversos factores adversos en etapas criticas del desarrollo
de la planta (Crossa et al., 1988). La IGA es el factor que mas interfiere en la
identificacion de genotipos especificos para ambientes especificos (Snedecor y Cochra,
1980).

En el mejoramiento de plantas, las consideraciones sobre la IGA son esenciales
para la eficiencia del proceso selectivo, debido a que la mayoria de los caracteres de
importancia en el mejoramiento son caracteres métricos. Estos caracteres presentan
distribucidon continGa, poseen herencia poligénica y son muy influenciados por las

variaciones del ambiente.
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Por lo anterior, el buen entendimiento de la IGA contribuira tanto al
aprovechamiento de los efectos benéficos de la interaccibn como a contrarrestar los
efectos negativos del ambiente sobre la evaluacion de genotipos y la recomendacion

de cultivares (Chaves, 2001).

3.1.3.1 Naturalezay Causas de la Interaccion

Segun Allard (1999), los efectos fenotipicos no estan normalmente relacionados
con los genes de un modo directo, sino de una sucesion de relaciones fisico-
guimicas e interacciones iniciadas por ciertos genes, pero modificadas por un sistema
de reacciones controladas o modificadas por otros genes, y por el ambiente externo
hasta determinar el fenotipo final. La complejidadbiologica de la IGA ha sido puesta
de manifiesto en numerosos trabajos. Chaves (2001), indica que la IGA debe ser
abordada como un fendmeno biolégico en sus aplicaciones en el mejoramiento de
plantas y no, como un simple efecto estadistico.

Cuando una IGA significativa es detectada, el interés se concentra en conocer
las causas de esa interaccion a fin de hacer una prediccion precisa del
comportamiento de un determinado genotipo bajo una variedad de ambientes.
Entender las respuestas de un genotipo a factores individuales ayuda a una mejor
interpretacion y explotacion la IGA. Un factor ambiental representa un estrés cuando

presenta un nivel fuera del éptimo.
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Becker referenciado por Yan y Kang (2003), indican que diferencias en la tasa
de aumento de la respuesta genotipica a un nivel sub-6ptimo refleja diferencias en la
eficiencia y las diferencias en las tasas de decrecimiento de la respuesta genotipica a
un nivel super-6ptimo, refleja diferencias en tolerancia. Por ejemplo, en condiciones
de sequia ocurre que el agua esta a un nivel sub-6ptimo y pueden ser identificados
genotipos que hagan un uso eficiente del agua; en condiciones de inundacién hay un
nivel saper-6ptimo y en este caso la seleccion se dirigird a la identificacion de
genotipos tolerantes aexcesos de humedad.

Chaves (2001), indica que en cuanto a la naturaleza de la interaccion,
diferencias en la adaptacion de genotipos resultan, de diferencias en la constitucion
génica para los caracteres importantes en esta adaptacion. La reaccion a diferentes
cambios ambientales se puede dar desde los mecanismos de regulacion génica
hasta los caracteres morfoldgicos finales. Cuando se consideran caracteres métricos
de importancia para el mejoramiento deben haber varios factores actuando en los
diferentes niveles, desde la regulacion génica hasta la manifestacion final (Chaves,

2001).

3.1.3.2 Consecuencias de la IGA en el mejoramiento

Segun Allard (1999) los efectos fenotipicos no estan normalmente relacionados
con los genes de un modo directo. Mas bien resultan de una sucesion de relaciones
fisico-quimicas e interacciones iniciadas por ciertos genes, pero modificadas por un
sistema de reacciones controladas o modificadas por otros genes, y por el ambiente

externo hasta determinar el fenotipo final.

14



La complejidad biolégica de la IGA ha sido puesta de manifiesto en numerosos
trabajos. Chaves (2001) indica que la IGA debe ser abordada como un fendmeno
biolégico en sus aplicaciones en el mejoramiento de plantas y no, como un simple
efectoestadistico. Cuando una IGA significativa es detectada, el interés se concentra
en conocer las causas de esa interaccion a fin de hacer una prediccion precisa
delcomportamiento de un determinado genotipo bajo una variedad de ambientes.

En cuanto a la naturaleza de la interaccion, diferencias en la adaptacion de
genotipos resultan, de diferencias en la constitucion génica para los caracteres
importantes en esta adaptacion. La reaccion a diferentes cambios ambientales se
puede dar desde los mecanismos de regulacion génica hasta los caracteres
morfologicos finales. Cuando se consideran caracteres métricos de importancia para el
mejoramiento deben haber varios factores actuando en los diferentes niveles, desde la
regulacion génica hasta la manifestacion final (Chaves, 2001).

Allard y Bradshaw (1964), presentan una situacion simple donde son
considerados dos genotipos en dos ambientes para ilustrar algunos tipos de interaccion

y las implicaciones que ello tiene en programas de mejoramiento genético. En la figura

1 se tiene la representacion grafica de algunas de estas situaciones en la IGA.
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Figura 1. Comportamiento de dos genotipos (G1ly G2) en dos ambientes (Al y A2). a)
Ausencia de interaccion, b) Interaccion simple o cuantitativa y c) Interaccién cruzada o

cualitativa. Fuente: (Becker, 1988).

En la Figura “a@” el cambio en las condiciones ambientales afecta por igual el
comportamiento de los genotipos, caracterizandose la ausencia de interaccion. Para la
situacion “b” y “c” los cambios del ambiente afectan desigualmente la manifestacion del
caracter para los dos genotipos, es decir, la diferencia entre genotipos varia entre
ambientes. Para el caso de “b” el orden de respuesta de un genotipo no cambia de un
ambiente a otro, siendo este tipo de interaccion denominada simple o cuantitativa. Para
la situacién “c” la interaccidon es denominada cruzada o cualitativa (Becker., 1988).

En las situaciones “@” y “b” un mismo genotipo G2 es adaptado a las dos
condiciones ambientales y una seleccion basada en el promedio de los ambientes

beneficiara siempre al mejor genotipo.
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En la situacion “c”, la seleccion basada en el promedio de los ambientes no es
capaz de satisfacer el conjunto de los ambientes pudiendo llevar a la seleccién de
genotipos mal adaptados a una situacion particular (Chaves., 2001).

Cuando la interaccion genotipo ambiente es significativa a través de cada
ambiente se ve reducida la utilidad de los promedios de los genotipos sobre todos los
ambientes para la identificacion de genotipos superiores. La deteccion de IGA en
ensayos de campo y el deseo del fito-mejorador de manejar estas interacciones
apropiadamente ha llevado al desarrollo de procedimientos que son llamados
genéricamente anadlisis de estabilidad. Los métodos disponibles proveen diferentes
estrategias para una mejor interpretacion y tomar las mejores alternativas en los
procesos de seleccion y recomendacion de cultivares (Yan y Kang, 2003).

Marin (1995), indica que hoy dia es necesario ajustar las técnicas estadisticas
para el analisis de estabilidad del rendimiento debido: a) Al nimero y diversidad de
genotipos y localidades involucradas en los ensayos regionales: b) A la necesidad de
estimar y predecir con mayor precision los rendimientos basados sobre un limitado
conjunto de datos experimentales; c) Determinar patrones de respuesta de genotipos
interrelacionados con ambientes y d) Proveer una fuente confiable para la seleccion de
los mejores genotipos y estudiar el comportamiento de cada cultivo en cada uno de los
ambientes evaluados.

Pandey y Vargas (1985) mencionan que generalmente, los programas de
mejoramiento intentan desarrollar cultivares estables en su rendimiento y otros

atributos deseables a través de un amplio rango de condiciones ambientales.
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Cuando un caracter es controlado por pocos genes (herencia cualitativa o
Mendeliana), la IGA no es una fuente importante de varianza. Mientras que cuando un
caracter esta gobernado por varios loci con pequefios efectos mostrando varianzas
aditivas, dominantes y epistaticas (herencia cuantitativa), la IGA adquiere mayor
importancia; se sabe que varios tipos de efectos de los genes interactian con el
ambiente para afectar la expresion de su fenotipo (Becker, 1988).

Los fitomejoradores han reconocido durante mucho tiempo las implicaciones de
la IGA en los programas de mejoramiento genético de las especies (Yates y Cochran,
1938). La IGA tiene un impacto negativo sobre la heredabilidad, segun Allard y
Bradshaw (1964) la IGA es importante para el fito-mejorador porque reduce la
correlacion entre genotipo y fenotipo y contribuye a la inestabilidad de los genitivos en
varios ambientes.

El conocimiento de la naturaleza y magnitud de la IGA contribuye
significativamente a determinar el nUmero de ambientes de evaluacion en los que los
genotipos deben ser evaluados con el objetivo de lograr la precisidbn necesaria para
medir las diferencias entre genotipos. Adicionalmente, porque puede ayudar a
determinar si es necesario el desarrollo de cultivares para todos los ambientes de
interés o si se deberian desarrollar cultivares para ambientes especificos (Yan y Kang,
2003).

En cuanto a las alternativas para reducir la IGA Eberhart (1970), indica que la
variabilidad genotipica puede tener influencia en el numero de ambientes; por ejemplo,
en familias S1 requieren de 3-4 ambientes para su evaluacion, mientras en familias de

medios hermanos se necesitan 7 6 mas localidades.
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Sprague y Eberhart (1977), recomiendan aumentar el numero de localidades para los
ensayos, si la IGA se debe a factores ambientales impredecibles. La variacion
genotipica también se puede reducir usando disefios experimentales apropiados.

En programas practicos de mejoramiento, la estratificacion basada en genotipos
y en ambientes, puede usarse para reducir la IGA (especialmente la debida a factores
ambientales predecibles), y desarrollar e identificar genotipos superiores para una

gama menor de ambientes.

3.1.3 Estabilidad y Adaptabilidad

3.1.4.1 Definicion de términos

El fito-mejorador busca los genotipos que presenten una buena estabilidad. La
estabilidad del rendimiento es un concepto de primer orden en el mejoramiento
vegetal. No existe una definicion Unica de estabilidad y algunos investigadores
prefieren utilizar el término analisis de sensibilidad en vez del término analisis de

estabilidad (Dyke et al., 1995).

La estabilidad tiene muchos conceptos. Becker (1981), distinguié dos tipos de
estabilidad genotipica (estabilidad biol6gica y estabilidad agronémica). Por una parte
la estabilidad biol6gica con un sentido homeostatico, mediante el cual un genotipo
mantiene un rendimiento constante en diferentes ambientes. Este tipo de estabilidad
no es deseable en la agricultura moderna, donde los genotipos deberian responder a

las condiciones del medio mejoradas.
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Por su parte el concepto de estabilidad agronédmica implica que un genotipo es
considerado estable si rinde relativamente bien respecto al potencial de los ambientes
evaluados, mostrando una baja interaccion en términos de ecovalencia. Wricke, (1962)
define la ecovalencia como la contribucién de un genotipo particular a la suma de
cuadrados totales de la IGA en un andlisis de variancia.

Ledn (1985), propone que dependiendo de la caracteristica evaluada o el
objetivo del estudio se pueden considerar dos conceptos diferentes de estabilidad:
estabilidad estéatica y estabilidad dinAmica. Para este investigador estabilidad estatica,
es cuando un material posee un rendimiento aceptable, sin tener en cuenta la variacion
de las condiciones ambientales. Este material estable no muestra desviacion del nivel
esperado para el caracter en estudio lo que significa que su variancia entre ambientes
es cero. Por otro lado, indica que estabilidad dinamica es aquella que muestra la
menor desviacion de su respuesta a los ambientas. Los conceptos dinamico (Leon y
Becker, 1988) y el agronémico son equivalentes(Becker, 1981). El concepto estético
de Ledn (1985) coincide con el concepto estatico de Becker (1981).

Heinrich et al. (1983), definen la estabilidad de un caracter como la habilidad del
genotipo para evitar fluctuaciones sustanciales en el rasgo sobre un rango de
condiciones ambientales. Baena et al. (1991) mencionan que la estabilidad de un
material se considera el comportamiento de éste en un mismo sitio pero probado en
diferente tiempo, lo que se evalla es el efecto de las condiciones climéaticas cambiantes

de un semestre a otro (en el tropico, especialmente la precipitacion).
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Para el caso de la Adaptabilidad se evalua el comportamiento de genotipos en
localidades diferentes. Eberhart y Russell (1966) publicaron varios resultados llegando
a la conclusibn que una variedad estable es aquella que no interacciona con el
ambiente sino que responde mejor a los cambios ambientales. Hanson (1970) propone,
a partir de sus respectivos estudios, que un material estable es aquel que muestra la
menor variacion del rendimiento sobre todos los ambientes de evaluacion. Asi mismo
Heinrich et al. (1983), explican la estabilidad como una habilidad que posee
determinado genotipo para evitar fluctuaciones substanciales en el rendimiento al ser
evaluado en diferentes ambientes.

Uno de los conceptos mas precisos que existe sobre estabilidad es la resefiada
por Laing (1978), quien la define como la respuesta relativa de un genotipo a las
variaciones del ambiente en una localidad especifica. Este investigador diferencia
ademas entre estabilidad espacial, o sea la variacion entre repeticiones cuando se
cultiva en una misma localidad y estabilidad temporal que es la variacion de una
estacion de cultivo a otra.

La adaptabilidad es la propiedad o habilidad de un genotipo o poblacion de
genotipos que permite la alteracion de las normas de adaptacién en respuesta a
distintas presiones de seleccion (Simmonds, 1979), mientras que adaptacion es un
estado de adecuacién a un ambiente dado. Simmonds (1979) diferencia entre los
siguientes conceptos:

a) Adaptacion genotipica general es la capacidad de un genotipo para
producir en un rango de fenotipos compatibles con un rango de

ambientes determinado.
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b) Adaptacion especifica de una poblacion, es la parte de la adaptacion

c) especifica de una poblacion heterogénea que es atribuible a la
interaccién entre los componentes mas que a la adaptacion de los
componentes por si mismos.La adaptacién general de una poblacién
es la capacidad de poblaciones heterogéneas para adaptarse a

variedad de ambientes.

Laing (1978), denominé adaptabilidad a la respuesta de un genotipo cuando se
cultiva en diversas localidades (suelo). Este término fue explicado con mas detalle por
el mismo investigador y surgio el concepto de adaptabilidad amplia que consiste en el
comportamiento relativo de los genotipos bajo gran diversidad de ambiente y
adaptabilidad especifica o local como el comportamiento relativo de un genotipo bajo
una gama estrecha de ambientes

En general los términos estabilidad y adaptabilidad son empleados con sentido
diferente. Tampoco existe unanimidad de criterios y los resultados experimentales son
también dispares con relacion a si materiales adaptables son también estables. Varios
investigadores han indicado que la estabilidad esta bajo control genético, apoyados en
gue la estabilidad y adaptabilidad muestran una alta correlacion y que la falta de
estabilidad indica falta de adaptabilidad. Sin embargo, Evenson et al. (1975),
encontraron después de remover en forma alterna los efectos de localidad y de
semestre que la adaptabilidad y la estabilidad no estaban asociadas, lo cual indica que
los mejoradores no pueden seleccionar a través de localidades para hacerlo por

estabilidad.
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3.1.4.2 Origen genético de la estabilidad

La estabilidad tiene dos origenes: por un lado el poder tampén derivado de la
estructura genética de ciertos genotipos y por otro, la existencia de genes
especificos de adaptacion (Stelling et al., 1994). Diversos trabajos han asociado
una mayor estabilidad a las estructuras genéticas heterogéneas (una poblacion, una
mezcla de hibridos,una variedad multilinea, una variedad multiclon) que a las
poblaciones homogéneas (una linea parental o hibrido).

En judia Stellinget al. (1994) encontraron mayor estabilidad en poblaciones
heterogéneas. Eberhart y Russell (1969), en maiz observaron mayor estabilidad en
los hibridos dobles respecto a los hibridos simples.

Heinrich et al. (1983), menciona que desde los puntos de vista fisioldgico,
morfolégico y fenoldgico, los mecanismos que influyen sobre la estabilidad del
rendimiento son la heterogeneidad genética, compensacion en los componentes de
rendimiento, tolerancia al estrés, y capacidad de recuperacion rapida del estrés.
Segun Vega (1988) los mecanismos genéticos que operan en la produccion de la
estabilidad espacial son la diversidad genética, heterocigosis, plasticidad genotipica, y
poliploidia.

En general, se ha aceptado que a mayor variabilidad genética de una especie,
mayor su estabilidad sobre el ambiente. El efecto de la heterogeneidad y la
heterocigosis es variable entre especies y algunas diferencias interespecificas de

estos efectos han sido observadas en maiz sorgo y otras especies de plantas.
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Stelling et al. (1994), Allard y Bradshaw (1964), indican que una variedad puede
estar compuesta por un numero de individuos diferentes, cada una adaptado a un
rango diferentes de ambientes (amortiguamiento poblacional), o puede estar
conformado por individuos semejantes, pero cada uno adaptado a un rango de

ambientes (amortiguamiento individual).

Pandey y Vargas (1985), sefiala que para el caso de las especies autbgamas,
en donde las poblaciones son de genotipo homocigético, cada planta puede ser
adaptada a un grupo de condiciones ambientales y estaria bien amortiguada,
produciendo un fenotipo aceptable sobre condiciones ambientales variables. Lo
mismo seria el caso de hibridos simples de una especie alégama como el maiz,
donde todos individuos de una poblacion son similares en su fenotipo. Dichos

cultivos, se sabe que tienen amortiguamiento individual.

Por otra parte, cuando un cultivo es una mezcla de genotipos, losdiferentes
genotipos pueden adaptarse a diferentes condiciones ambientales con el resultado de
gue el cultivo tenga mayor adaptacion (Pandey y Vargas, 1985).

Este mecanismo de estabilidad se debe al amortiguamiento poblacional y se
atribuye a la heterogeneidad del cultivo. Este amortiguamiento resulta de la
coexistencia e interaccion entre los genotipos que la componen (Pandey y Vargas,

1985).
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3.1. 4.3 Anélisis de estabilidad

Los estudios de adaptabilidad y estabilidad fenotipica, para fines de
mejoramiento, se refieren a la evaluacion de la respuesta diferencial de los genotipos a
la variacion de las condiciones del ambiente. La mayoria de los métodos utiliza las
técnicas de la regresion, midiendo un determinado caracter, por ejemplo productividad,
en relacion con un indice ambiental. La diferencia en los métodos se da por el modelo
de regresion utilizado, por la forma de interpretacion de los parametros del modelo y la

manera de estimar el indice ambiental (Pandey y Vargas, 1985).

Lin et al. (1986) y Lin y Binns (1988), definen cuatro conceptos estadisticos de

estabilidad con base en los analisis de varianza (ANOVA) de un ensayo de variedades:

1. Si su varianza entre ambiente es pequefia. Importante cuando se tiene

muchos ambientes desfavorables.

2. Si su respuesta a los ambientes es paralela al promedio de las
respuestas de todos los genotipos de la prueba. Concepto preferido por el

mejorador.

3. Si la suma de cuadrados residual de la regresion sobre el indice

ambiental es pequefia. Tipo propuesto por Eberhart y Russell.

4. Sj su cuadrado medio dentro de ambientes, esto es, si su variabilidad

para cualquier ambiente en diferentes afios, es pequefa.
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Se han propuesto un gran numero de modelos estadisticos para estimar la
estabilidad fenotipica o analizar la interaccion genotipo por ambiente (IGA).

Entre los modelos tradicionales, algunos permiten estratificar la poblacién de
ambientes en sub-regiones, dentro de las cuales la interaccion no se presente
significativa, permitiendo recomendaciones regionalizadas; otros procuran identificar
genotipos que menos contribuyan para la interaccién y que puedan ser recomendados
para toda la poblacion de ambientes siempre y cuando presenten un rendimiento

promedio elevado (Pérez et al., 2005).

3.1.5 Modelos que tienen en cuenta unicamente el efecto genotipico
Para el caso especifico de medir la estabilidad fenotipica de acuerdo al concepto
estatico, Roemer (1917) propuso el uso de la varianza de cada genotipo sobre los

ambientes. La expresion utilizada para estimar la variancia ambiental es:

Donde:

Yj; = valor de la variable considerada del genotipo i ambiente j.
Yi. = valor medio de la variable del genotipo i, considerada en todos los
ambientes.

a = numero de ambientes
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Un genotipo es considerado estable si la variancia estimada no es
significativamente diferente de cero (Ho:ozi = 0), lo que significa que su rendimiento no
varia con cambios en el ambiente. Un problema con este método, en general, es que
genotipos con alta estabilidad fenotipica medida a través de la variancia ambiental
muestran bajo rendimiento. Por lo que este método ha sido mas utilizado para evaluar
caracteres cualitativos como resistencia a enfermedades que caracteres cuantitativos

como rendimiento u otras variables aleatorias relacionadas.

3.1.5.1 Métodos que utilizan el analisis de varianza

En estos métodos se emplea el analisis de varianza siguiente:
Donde:
Yij= M +ai + B+ ai B + g

Yij = es el valor medio;

H = la media general,

ai = el efecto genotipico;

Bj = el efecto ambiental;

aifj = la interaccion del genotipo i con el ambiente j;

€ij = el error experimental

Estos métodos se basan en el concepto dindmico (Ledn y Becker, 1988) 6
agronomico (Becker, 1981) de estabilidad, segun el cual un genotipo es estable si su
respuesta al ambiente no presenta desviaciones con respecto a la respuesta al

ambiente del conjunto de genotipo estudiados.
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Dentro de estos métodos se consideran los conceptos de ecovalencia (wi), la

varianza de Shukla, el indice de Superioridad y la regresion conjunta.

Para la estimacion de este indice se utiliza la expresion:

n
Pi=¥ (G- M)/2n

Donde:

Pi = indice de superioridad de i-ésimo cultivar.

Xij= productividad de i-ésimo cultivar evaluado en la j-ésima localidad.
Mj = respuesta maxima obtenida entre todos los cultivares en la j-ésima

localidad.

n = numero de localidades.

A pesar del método propuesto por Lin y Binns (1988) es poco conocido, se
presenta como una alternativa en la evaluaciéon de la estabilidad, pues no presenta las
limitaciones que se mencionan con el uso de la regresion y posibilita la identificacion de
los genotipos de mejor comportamiento en los diferentes ambientes de evaluacion.

Los resultados de estabilidad obtenidos por este método son basados tanto en
efecto medio genotipicos, como en efecto de interaccion genotipo x ambiente. Cada
genotipo es comparado con la respuesta maxima en cada ambiente, suministrando una
medida de superioridad. Esa medida (Pi) de genotipo es definida por Lin y Binns (1988)
como la distancia entre cuadrado medio de genotipo i y el genotipo con respuesta

maxima.
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3.1.5.1 Métodos que utilizan laregresion
3.1.5.1.1 Modelo general

El andlisis de regresién conjunta fue descrito por Mooers (1921), citado por
Yates y Cochram (1938) y desarrollado posteriormente por Finlay y Wilkinson (1963),
Eberhart y Russell (1966) y Perkins y Jinks (1968). Ha sido una de las técnicas mas
utilizadas para analizar la IGA en el rendimiento de numerosas especies y abordar los

problemas de la estabilidad (Crossa, 1996; Zobel et al.,1988).

El modelo general de analisis de varianza regresion conjunta es el siguiente:
Yij = p + ai "B} "dipj "6 "eij
Donde:

Yj = resultado del genotipo i en el ambiente j.
K = media general.

a = desviacion media genotipica.

B = desviacion media ambiental.

¢i = coeficiente de regresion genotipica.

8 = residual de la IGA.

gj = error.

La forma mas frecuente de caracterizar la estabilidad fenotipica a través de los
ambientes es mediante el coeficiente de regresion de cada genotipo sobre la media
ambiental (bi =¢i). Yates y Cochram (1938) utilizaron la media total de todos los
genotipos en un ambiente determinado como indice ambiental, es decir, como media

del ambiente.
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Estos autores estudiaban el comportamiento de un genotipo o grupo de
genotipos por medio de la regresion lineal de las medias del genotipo en cada ambiente
en funcion de dichos indices o valores ambientales.

Finlay y Wilkinson (1963) relacionaron el coeficiente de regresion linear de la
productividad de cada genotipo sobre la media general de los genotipos en cada
ambiente, con los conceptos de adaptabilidad y estabilidad fenotipica. Asi, coeficientes
de regresion proximos a 1.0 indica estabilidad media. Cuando este coeficiente es
asociado a alto rendimiento caracteriza a un genotipo con adaptabilidad general y si
asociado a bajo rendimiento el genotipo presenta baja adaptacion a todos los
ambientes. Genotipos con valores significativamente mayores que 1.0 son
especificamente adaptados a ambientes favorables y son poco estables; sin embargo,
genotipos con valores significativamente menores que 1.0 son mas estables y se

adaptan a ambientes desfavorables.

3.1.5.1.2 Modelo de Eberhart y Russell

Eberhart y Russell (1966) propusieron un modelo de regresion linear para el
estudio de la adaptabilidad fenotipica de cultivo ampliamente utilizado, en este tipo de
estudios, en todo el mundo. En este modelo, ademas del promedio general y del
coeficiente de regresion lineal de cada genotipo, fue también considerado como

parametro de estabilidad la varianza de los desvios de la regresion de cada genotipo.
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Este tipo de andlisis fue clasificado por Becker (1981) como de estabilidad en el
sentido agrondémico. Los pardmetros para el estudio de la estabilidad son definidos por
el modelo:

Yij = Wi + Bili+ Ojj +€j
Donde:

Y = promedio del genotipo i en el ambiente j.

Hi = media del genotipo i en todos los ambientes.

Bi = coeficiente de regresiéon que mide la respuesta del genotipo i a la
variacion ambiental.

lj = indice ambiental.

Oij = desvio de la regresidn del genotipo i en el ambiente j.

€ij = desviacién de la regresién de la variedad y el ambiente.

El indice ambiental, en cada ambiente, es calculado por el desvio del
promedio de todos los genotipos en ese ambiente, en relacion con el

promedio general: lj =Y.j-Y.

De acuerdo con los autores, un genotipo estable es aquel para el cual se obtiene

un coeficiente de regresion igual a la unidad (b; = 1) y una minima desviacion de la

linea de regresion (Szdi:O). Valores del coeficiente bi mayores que la unidad, indican
gue el correspondiente genotipo responde bien a ambiente favorables, pero su
comportamiento es pobre en ambientes desfavorables. Por el contrario, si el valor de b;
es menor que la unidad, indica que tal genotipo se comporta bien en ambientes

desfavorables.
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3.1.5.1.3 Métodos multiparamétricos

Los métodos multiparamétricos o multivariados son apropiados para analizar
matrices de dos dimensiones, como las que contienen datos de genotipos y ambientes.
Existen dos grupos de técnicas multiparamétricas: las técnicas de ordenacion, tales
como el andlisis de componentes principales y el analisis factorial; y las técnicas de
clasificacion como el analisis de grupos y el andlisis discriminante (Cubero y Flores,
1994).

El analisis de componentes principales (ACP) es una de los métodos
multivariados mas utilizados y de los mas antiguos. En esencia el método trata de
simplificar la estructura de los datos para poder explicar en pocos componentes la
mayor parte de la informacion que contienen las variables.

Es util tanto para la caracterizacion de condiciones ambientales como para la
clasificacion de variedades por estabilidad de rendimiento.

La principal dificultad del estudio de la IGA atribuida a este método esta en la
interpretacion de los componentes principales extraidos ya que puede ocurrir que estos
no muestren ninguna relacion directa con las condiciones ambientales. Un modelo para
analizar la interaccion G X A es el modelo de interaccion multiplicativa y de efectos
principales aditivos AMMI (Additive Main Effects and Multiplicative Interaction Analysis.

Crossa et al. (1988). Este modelo es un caso particular del ACP (Gauch, 1988).
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El modelo AMMI integra algunos modelos estadisticos comiunmente aplicados a
series de ensayos de rendimiento donde los efectos principales correspondientes a la
parte aditiva son analizados mediante un andlisis de varianza simple (ANDEVA).

La parte no aditiva residual (interaccién) corresponde a la parte multiplicativa del
modelo, y es analizada con el andlisis de componentes principales (PCA) (Zobel, 1990;
Gauch y Zobel,1988).

En sintesis el modelo AMMI combina analisis de variancia y andlisis de
componentes principales (ACP) en un anico modelo, aditivo para los efectos principales
de genotipos y ambientes y multiplicativo para los efectos de interaccion GA. El modelo

AMMI esta representado por la ecuacion (Crossa et al.,1988):

Yger =Md+dagt Be + Zntnéen + Pge T Eger
Donde:

Yger = rendimiento del iésimo genotipo “g” en el jésimo ambiente “a” y para la

repeticion r.

Los parametros aditivos son:

K = gran media.

0g = desviacion del genotipo g de la gran media.

Be = desviacion del ambiente a. Los parametros multiplicativos son:

B, = valor singular para el eje n del componente principal de interaccion

(CPI).

Bgn= eigenvecttor del genotipo g para el eje n.

Oen = eigenvector del ambiente e para el eje n.

Pge = Somatoria de los ejes que no estan explicado por los vectores (residuo
de IGA).
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€ger= desviacion del genotipo g en ambiente e la repeticion r.

Pge es interaccion que no es explicado por el andlisis de componentes
principales.

Para el modelo AMMI, los datos son divididos en dos subgrupos, el modelo y los
datos de validacion. Para cada combinacion de genotipos y localidades, se escogen
dos repeticiones al azar para ser usadas en la estimacion de parametros del modelo
AMMI y la otra es usada para validar el modelo (Crossa et al., 1988; Crossa et al.,

1990; Crossa et al., 1991).

Los resultados de AMMI, pueden ser graficados en un biplot en donde se
colocan tanto los efectos principales como los efectos de interaccion para los genotipos
y los ambientes. Una ventaja del modelo AMMI radica en la posibilidad de retener en
muy pocos componentes la mayor variabilidad debida a la interaccién, en orden
secuencial, desde lo mas simple o lo mas complejo, despreciando aquellos

componentes que explican poca variabilidad (Pla, 1986).

El modelo AMMI puede ayudar desde la identificacion de genotipos de alta
productividad y amplia adaptaciéon hasta en la realizacion de llamado zoneamiento
agronoémico, con la seleccién de localidades claves; ademas, permite hacer un estudio

mas detallado tanto de las variedades como de las localidades y su interaccion.

El modelo AMMI ha sido empleado en trabajos de interaccién genotipo-ambiente

en distintos cultivos (Zobel et al., 1988; Crossa et al., 1990, 1991; Shafii et al., 1992).
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Este modelo multivariante ha resultado ser de suma utilidad en la explicacion de
la suma de cuadrados de la interaccion en estudios que involucran una amplia
diversidad ambiental 6 ante un elevado nimero de ambientes (Riggs, 1986; Zobel et

al., 1988; Gauch Junior,1992; Nachit et al., 1992).

Dado que las respuestas genotipicas en los distintos ambientes son
multivariadas, mas que univariadas (Lin et al, 1986) seran las técnicas
multivariantes las que permitiran describir e interpretar los efectos de la interaccion
genotipo-ambiente (Gauch Junior y Funnas, 1991). Cuando se evalGan un alto numero
de genotipos y ambientes (a nivel regional 6 continental), las técnicas multivariantes y
de ordenacion pueden ser utilizadas para establecer la naturaleza de la interaccion, al
poner de manifiesto las asociaciones existentes entre genotipos ambientes y por la

caracterizacion que realizan de los ambientes (Thomson y Cunningham, 1979).

Cubero y Flores (1994) enumeran las siguientes ventajas del modelo
AMMIrespecto a los demas métodos de estudio de la IGA:

a) Se trata de un método potente de diagnostico, ya que permite la
posibilidad de estudiar submodelos representativos de los datos totales
del ensayo.

b) Aporta gran informacion sobre la naturaleza de la IGA, permitiendo
clasificar tanto los genotipos como los ambientes segun sus patrones de
comportamiento.

c) Se obtienen la misma precision en la estimacion del rendimiento que con
otros tipos de analisis con un namero de repeticiones 2 a 5 veces mayor.
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3.2 Transformacién genética de plantas

Los métodos de transferencia de genes pueden ser de dos clases: 1) Sistemas

de transformacion indirecta y 2) Sistemas de transformacion directa.

La transferencia indirecta mediante la bacteria Agrobasterium es la mas usada
aprovechando la habilidad natural de la bacteria para actuar como un ingeniero
genérico. El bombardeo de microproyectiles con DNA ¢ pirobalistica es el segundo
método empleado. Otros métodos de transferencia directa que se han desarrollado son
la electroporacion, tratamientos con polietilenglicol, microinyeccion y el uso de
microfibras (Sharma et al., 2005).

Para la obtencion de plantas transgénica los principales elementos a considerar
son: a) Tener un sistema eficiente de regeneracion, b) una construccion genética, c) un
sistema de transformacion eficientes, d) recobrar y multiplicar plantas transgénicas, €)
tener una expresion eficiente y estable del gen adquirido, f) lograr la transferencia de
estos genes a cultivos por métodos convencionales y g) evaluar el comportamiento de
estas plantas en condiciones de campo para demostrar su inocuidad (Sharma et al.,

2005).
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3.2.1 Metodologia de transferencia directa

3.2.1.1 Transformacion genética con biobalistica

El bombardeo de particulas se desarrollo en lo 1980s como un método
alternativo para la transformacion genética de plantas recalcitrantes a la transformacién
mediante Agrobacterium, en su mayoria cereales y leguminosas (Taylor y Fauquet,
2002). Esta tecnologia involucra particulas metélicas (0.4 a 20 ym de diametro) de oro
0 tungsteno cubiertas con material genético y que son impulsadas a alta velocidad
sobre tejido para permitir que dicho material se liberado en el interior de la célula, Estas
particulas son aceleradas mediante macroacarreadores de polietieno o de
nylon(cilindros o discos), que a su vez, son impulsadas por la onda de choque causada
por un gas (He) a alta presion. Entonces en una camara bajo un vacio parcial, lo que
evita la desaceleracion de los microcarreadores como consecuencia de la friccion con
el aire, solo colocados los tejidos al momento del bombardeo, el gas se deja pasar a
una presion dada por una membrana, que al romperse impulsa las particulas cubiertas
con el DNA hacia los tejidos, quedando la membrana retenida por una malla. El
impacto de las particulas de oro presenta un patron circular de uno 6 varios centimetros
dependiendo de la distancia a la que se coloca el tejido (Taylor y Fauquet, 2002).

Los primeros ensayos se limitaron a la expresion transitoria de genes marcadores,
realizandose con células de catafilo de cebolla, las cuales, permitieron viables y
mostraron la expresion del ; acido nucleico foraneo, otros cultivos empleados fueron

maiz, soya, trigo y arroz (Klein et al., 1978;Wang et al., 1988).
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El primer sistema para impulsar los microproyectiles fue desarrollado por
Sanford et al., 1991, siendo modificado posteriormente para dar lugar a la pisto

PDS-1000/He (Russell, 1993).
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4 MATERIALES Y METODOS
PARA ESTABILIDAD DE TRIGOS DE GLUTEN FUERTE
4.1 Descripcion de las localidades de los experimentos
Los experimentos se realizaron durante dos afios consecutivos. Experimento 1.
Enel ciclo otofio-invierno del afio 2007-08, en terrenos de un agricultor cooperante del
Ejido Mezquital.Se localiza a una latitud norte de 32°24 40" y 115°11 46 de longitud
oeste. Experimento 2. Enel ciclo otofio-invierno del afio 2008-09, en terrenos de un
agricultor cooperante del Ejido Nuevo Ledn. Se localiza a una latitud norte de 32° 24’ y
115° 11’ de longitud oeste, a una altitud de 8.7 msnm(Avendafio et al., 2007). Ambos
Ejidos se encuentran en el Valle de Mexicali, Baja California, México.El clima es de tipo
desértico y en verano se caracteriza por ser calido, muy seco, contemperaturas
promedio maximas y minimas de 43 y 16 °C, respectivamente. La precipitacion pluvial

promedio anual es de 85 mm (Garcia et al., 1985).

4.2 Arreglo de tratamientos y disefio experimental

Experimento 1: Los tratamientos del presente experimento fueron el uso de la
fertilidad residual proveniente del cultivo anterior cebollin, y el otro fue la utilizacion de
la fertilidad residual mas fertilizacion comercial.La fertilidad residual mas fertilizacion
comercial fue ajustada de acuerdo a las recomendaciones para este cultivo de acuerdo
a las recomendaciones para el valle de Mexicali (INIFAP, 2008).En ambos tratamientos
se sembraron tres variedades de trigo de gluten fuerte:Yécora F-70(Y), Cachanilla F-
2000 (C) y Triguenio F-00 (TR). Lo mismo se establece en el experimento 2, pero en

suelos provenientes de Raphini como cultivo anterior.



La siembra se hizo en surcos con una densidad de (40 kg ha™) en cada afio. El
disefio experimental fue bloques completos al azar y cuatro repeticiones. El factor de
bloqueo fue la heterogeneidad del suelo.Las variables evaluadas fueron: Rendimiento
de grano (RG) en Kg ha ™y sus componentes: Rendimiento de paja (RP) en Kg ha *,
Panza blanca (PB), Peso hectolitrito (PH) en Kg hL™, (5) indice de cosecha (IC), (6)
Proteina en grano (PG) en %, y calidad harinera:Fuerza de gluten (W) y (W=R x 10™
J), donde R= Valor cuantitativo y J= Joules, y , para los cuatro ambientes: Ambiente 1:
fertilidad residual-2007 (FR), Ambiente 2: fertilidad residual+ fertilizacion comercial -

2007(FR+FC) , Ambiente 3: fertilidad residual-2008 (FR ), Ambiente 4: Fertilidad

residual+ Fertilizacion comercial -2008 (FR+FC).

En los ciclos 2007-08 y 2008-09 previo a la siembra, se realizaron analisis de
suelos en cada una de las 24 parcelas. Las muestras se obtuvieron a una profundidad
de 30 cm de tres puntos de cada parcela, se obtuvo un promedio por parcelay éstos se
utilizaron para obtener un promedio general del area del experimento 1. Se obtuvo un
promedio de 147 kg de N ha™ y 27 kg de P,O ha’. Estos valores se consideraron
como fertilidad residual.

La FR consisti6 en la no adicién de fertilizante N y 29 kg de P,O ha™ durante el
periodo de desarrollo del cultivo, mientras que la FR+FC consistié en la adicion de 185
kg de N hay de 29 kg de P,O ha™. Asi, el tratamiento de FR tuvo una fertilizacién de
147-56-00, N, P y K, respectivamente, mientras que el tratamiento FR+FC tuvo una

fertilizacion de 332-56-00, N, P y K, respectivamente.
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La fuente de P,0 utilizada fue &cido fosférico y se aplico en el primer riego de
auxilio, 45 dias después de la siembra y primer riego de germinacion en subfase Z 2.6
(Zadoks et al., 1974). La fuente de N utilizada fue UAN-32 y fue fraccionada en cinco
aplicaciones, comenzando con el primer riego de auxilio y terminando con el quinto
riego de planta, cuando el trigo ya se encontraba en etapa de llenado de grano 6 sub
fase Z 7.1 (Zadoks et al., 1974). En total se aplicaron seis riegos de auxilio, ademas
del primero de germinacion.

El 25 de Febrero se realizaron operaciones de control de malezas utilizando una
mezcla de los productos comerciales “Axial” (2,2-acido dimetil-propanoico 8-(2,6 dietil-
4metilfenil)-1,2,4,5-tetrahidro-7-oxo-7H-pirazolo [1,2-d] [1,4,5] oxadiazepin-9-il ester
(CA), “Adigor” (coadyuvante A12127R), “Amber” (Triasulfuron al 75.0%) y “Buffex’,
regulador del pH y dureza del agua a base de acidos organicos en 42% y sales de
acidos organicos poli carboxilicos en 45%. No se realiz6 ninguna aplicacion para el
control de plagas o de enfermedades.

En el experimento 2, en el andlisis de suelo previo a la siembra se obtuvo un
promedio de 62 kg de N ha™ y 5 kg de P,O ha™. Estos valores se consideraron como
fertilizantes residuales.La FR consistié en la no adicion de fertilizante Ny 5 kg de P,O
ha*, durante el periodo de desarrollo del cultivo; mientras que la FR+FC consistié en la
adicion de 270 kg de N ha™y de 51 kg de P,O ha. Asi, el tratamiento de FR tuvo una
fertilizacion de 62-5-00, N, P y K, respectivamente, mientras que el tratamiento FR+FC

tuvo una fertilizacién de 332-56-00, N, P y K, respectivamente.
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La fuente de P,0 utilizada fue &cido fosférico y se aplico en el primer riego de
auxilio, 45 dias después de la siembra y primer riego de germinacion en subfase Z 2.6
(Zadoks, et al, 1974). La fuente de N utilizada fue el UAN-32 y fue fraccionada en cinco

aplicaciones, comenzando con el primer riego de auxilio y terminando con el ultimo.

4.3 Metodologia para la coleccion de datos
4.3.1 Rendimiento de grano

La estimacion del rendimiento de grano se realizé cosechando manualmente 2
m?dentro de cada unidad experimental, trillando y separando éste de la paja.
Posteriormente, se obtuvo el rendimiento de paja de cada uno de los tratamientos
evaluados. Se expresa como RG= [Peso de grano (Kg)] ha™.
4.3.2 Rendimiento de paja

Después de haber estimado el rendimiento de grano, se separo la paja, se peso
y se estimo el rendimiento de paja por hectarea. Se expresa como RP= [Peso de paja
(Kg)] ha™.
4.3.3 Indice de cosecha

El indice de cosecha fue calculado mediante la siguiente formula: IC =
rendimiento de grano / rendimiento de grano + rendimiento de paja.
4.3.4 Peso hectolitrico

Es una medida de la relacion peso/volumen y tiene unidades kg de grano
hectolitro (Kg hl™), y se calcul6 mediante el pesado de muestras de un volumen

conocido de grano seleccionadas aleatoriamente de cada tratamiento.

42



4.3.5 Concentraciéon de proteina en el grano

La concentracion de proteina en el grano se realiz6 a través del método de
Kjeldhal (nitrégeno x 5.70) (JAOAC, 1968). Para el analisis estadistico de esta variable
se us6 la transformacién de raiz cuadrada del porcentaje de proteina. Para la

discusion de resultados se transformo6 de nuevo a porcentaje.

4.3.6 Porcentaje de panza blanca

El porcentaje de panza blanca se calcul6 mediante el pesado de una muestra de
250 g de grano, se separaron los granos que presentaron panza blanca, se pesaron los
granos con panza blanca y la fraccion fue expresada como porcentaje de la muestra
original. Para el analisis estadistico el porcentaje se transformd con la siguiente
ecuacion:Panza blanca= X41 ), donde X= porcentaje de panza blanca. Para la

discusion de resultados se trasformé de nuevo a porcentaje.

4.3.7 Analisis reolégicos de las harinas

Las pruebas mas importantes para determinar la funcionalidad de las harinas de
trigo tienen como objetivo estudiar las propiedades fisicas del gluten hidratado y
formacion por la accién del amasado. Estas son de suma importancia porque estan
estrechamente vinculadas con los parametros de procesamiento (absorcion optima de
agua y tiempo de amasado) y con la calidad del producto terminado. Finalmente, a
nivel de manufactura de pan, galletas y productos afines, los ensayos reoldgicos son
considerados como las pruebas criticas para determinar importantes parametros de
procesamiento (absorcion de agua, tiempo de amasado y estabilidad de la masa) y

predecir la calidad del producto terminado (Serna, 1996).
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4.3.8 Alveogramas para medir la fuerza de gluten

El alvedgrafo marca Chopin mide propiedades reolégicas de las masas
(extension y tenacidad) con la inyeccion de aire en discos de masas de dimensiones
estandarizadas. Consiste en amasar 250 g de harina por ocho minutos con una
solucién salina al 2.5%. La cantidad de agua salina a utilizar esta determinada en
funcién del porcentaje de humedad inicial de la harina. La masa resultante se divide en
cuatro partes iguales, las cuales posteriormente sonlaminados con un rodillo para
obtener un grosor constante de 12mm. Las laminas son finalmente moldeadas en
discos de diametro y grosor uniforme.

Los discos son introducidos en la mini camara isotérmica de fermentacion o
reposo del aparato. Los ensayos alveograficos se realizan en 20 min después del
moldeado. El disco de masa se coloca en el centro de la platina fija o placas de soporte
del alveografo, posteriormente se cierra y se aplasta de una manera estandarizada
mediante el movimiento lento de la platina superior. Finalmente se remueve la tapa, se
inyecta manualmente aire con el objetivo de despegar el disco de la masa y se inyecta
aire a presion constante. El aire inyectado provoca la formacion de una burbuja, la cual

se hincha formando un pequefio globo hasta que se rompe.

4.3.9 Concentracion de proteina en la harinay fuerza de gluten (W)

La medicion de los parametros reolégicos, es decir, la concentracion de proteina
en la harina y la fuerza de gluten (W) se obtuvieron mediante la elaboracion de
alveogramas, con el uso de un alvedgrafo (figura 2).

Para la determinacion de la proteina en las harinas, se utilizé6 un equipo marca

Per Con, modelo Inframatic 8611 (figura 3).
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A

Figura 2. Alveografo para determinar la fuerza de gluten en harina

Figura 3. Equipo Per Con Inframatic 8611 utilizado para determinar la proteina en harina
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TRANSFORMACION GENETICA PARA LA MAXIMIZACION DE LA
EXPRESION DEL GEN (GUS) EN TRIGOS DE GLUTEN FUERTE.

4.4 Plantay esterilizacion de semillas

Plantas de trigo Bobwhite 56 (Triticum aestivum L.) se desarrollaron en el
invernadero bajo condiciones controladas con 16 hrs de fotoperiodos, temperatura e
dia de 24-28°C y temperatura de noche a 15-18°C. Rutina de pesticidas y tratamientos
de fertilizacion fueron aplicadas a las plantas donadoras. Inmaduros embriones fuero
cosechados de 5-10 dia después de la antesis con una longitud de 0.5-1.5, fueron
inmediata sacados desde la semilla ( Pellegrineschi et al; 1998). Previo a la aislacion
del embrién las semillas fueron desinfectadas con una solucién de hipoclorito de sodio
al 15% con 0.1% Twee 80(Merck), lavados con agua estéril cinco veces en base a los

protocolos (Lazzeri et al.,1993; Chistov et al., 1996; Fabienne et al.,2005).

4.5 Discos de rupturay esterilizacion de macrocarrier y medio de cultivo

Disco de ruptura y macrocarrier fueron esterilizados en una solucion de etanol al
100% y secados en una caja petri (Sparks, 2003). El medio de cultivo fue formulado en
base a (Smidansky, 2002), con las siguientes modificaciones: 500 mL de agua
destilada, 4.32 g de MS sal (Murashig and Skoog, 1962) con 150 mg of L. asparagina,
40 mg de tiamina, 150 g of maltosa 1 mL of 5mM CuSp4-5 120. Después, adicionar
agua destilada hasta un volumen final de 700 mL y ajustar pH= 5.8 con NaOH antes de
la autoclave por 30 min.

El medio fue filtrado a través de una membrana de nailon (0.45 ym) en una

botella de 1 L con 300 ml de solucion de pitagel (2 g).
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4.6 Esterilizacion de microproyectiles y bombardeo de DNA

Las particulas (0.6 um) (BioRad, Hercules, CA) fueron esterilizados con 1 mL
proveniente de una solucién de etanol al 70% por cada 5 mg de oro, en un tubo de
1.5 mL , mezclar por 15 min, centrifugar por 5 segundos, eliminar el supernadante.
Repetir el proceso tres veces, las particular de oro fueron suspendidas en 0.5 mL de
una solucion de etanol al 70% etanol (Pellegrinesch., 1998). El vector pScBV-3m
plasmido contiene la bacteria con el gen B-glucuronidase (GUS), bajo del control del
promotor ScBV conduce la expresion a corde maiz ADH intron | y GUS, fue
gentilmente donado por Neil Olszewski (Department of Plant Biology, University of

Minnesota).

4.7 Precipitacion del DNA en los mircroproyectiles, cultivo de embriones ,

microproyectile-DNA en embriones y deteccidn histoquimica del GUS.

La solucién con particulas de oro fue colocada en un bafio ultrasonico por 10
segundos, y mezclado por 13 sec. La reaccion de precipitacion fue preparada en un
tubo de 2 mL. Cada bombardeo consintié de: 8.33 yL de particulas de oro, 8.33 uL
2.5M CaCl,, 8.33 yL 0.1M espermidina libre de bases, 0.5 yL DNA (0.5 pg). Mezclar
continuamente por 5 min. El supernadante fue desechadoy 20 puL 70% etanol fueron
adicionados.

Finalmente, adicionar 15 pL de etanol 100%. Los microproyectiles fueron
colocados sobre el disco de ruptura (Pellegrinesch et al ., 1998; Rasco et al., 1999)
(Figure 2).
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Embriones fueron sacados y colocados en el centro de una caja de petri con un
diametro de 35 mm con medio de cultivo. Hay tres diferentes distancias: 1) Entre 65 y
87 embriones (6.8-7.5 cm didmetro de disparo) para un distancia de disparo de 1.5 cm;
2) 120 embriones fueron colocados en el centro de la caja de petri (8.8-9.5 cm didmetro
de disparo) para una distancia de 4.5 cm; 3) 115 embriones fueron colocados en el
centro (12 cm didmetro de disparo) para una distancia 7.5 cm. Los embriones fueron
incubados en el medio de cultivo a 25°C en la obscuridad un dia antes del bombardeo.

El bombardeo fue conducido a unas distancias de (1.5, 4.5 and 7.5 cm), en vacio
con PDS 1000/He microproyectiles gun (Bio-Rad), con discos de rupture de a tres
diferentes niveles de presion (650, 1100, and 1800 psi), cada tratamiento fue repetido
dos veces.

La expresion de gen GUS fue analizado dos dias después del bombardeo
inmerso dentro de una solucion bufer de histoquimical tincion (50mM NaH, PO, pH
7.2, 0.5% Triton X-100, 1mM 5-bromo-4-chloro-3 indolyl-B-D-glucuronide) como
sustrato cromogenico [15]. Un vacio parcial vacio (27 pulgadas Hg) fue aplicado por
25 min para introducir el sustrato dentro de la células. Los embriones fueron incubados
en la obscuridad con agitacion a 37°C. La solucién de tincion fue removida vy
remplazada con solucién de etanol al 70% etanol hasta la expresion del gen usando un
microscopio.

La expresion el gen GUS fue cuantificada por el nUmero de puntos azules por
bombardeo. La cuantificacion del nimero de puntos fue determinada por la observacion

de puntos bien definidos.
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4.4 Anédlisis estadistico de los resultados
PARA ESTABILIDAD DE TRIGOS DE GLUTEN FUERTE

4.4.1 Analisis de varianza

Se realizaron analisis de varianza de bloques completos al azar para estudiar el
efecto de la interaccion para las diferentes variables agronomicas (Cuadro 1),
adicionalmente se corrieron contrastes ortogonales para evaluar posibles diferencias
entre los genotipos para las variables: rendimiento de grano, sus componentes (panza
blanca, peso hectolitrico, indice de cosecha, rendimiento de paja) y calidad harinera
(Fuerza de gluten): contraste 1la: (C vs Y+TR) y el contraste 1b: (Y vs TR) para el
rendimiento del grano, panza blanca, peso hectolitrico, indice de cosecha, rendimiento
de paja, respectivamente. El contraste 2a: (YR vs C+Y) y el contraste 2b: (C vs Y) para
proteina en grano, fuerza de gluten en los dos afios y con los tratamientos con FR y
FR+FC. Estos andlisis se realizaron con un nivel de significancia de 0.05 utilizando el

programa SAS (SAS, 2000).

4.4.2 Analisis estadisticos para evaluar parametros de estabilidad
Para los analisis de estabilidad fenotipica se utilizaron los métodos propuestos
por Eberhart y Russell (1966) y el Modelo de efectos principales aditivos e interaccion

multiplicativa (Modelo AMMI).

49



4.4.2.1 Modelo de Eberhart y Russell (1966)
En este caso, se incluye al coeficiente de regresion B;, calculado con base en el

efecto ambiental (indice ambiental), considerado fijo, y a la varianza de las

desviaciones de regresion por genotipo 5%.Bi representa la respuesta de un genotipo
g g

al mejorar la condicion ambiental, en tanto que el segundo ofrece una medida de
variabilidad, interpretada como falta de estabilidad.

Un genotipo es considerado estable si su coeficiente de regresion es igual a 1y
las desviaciones de regresion son iguales a cero. Este analisis provee pruebas de
hipotesis para determinar las dos condiciones de estabilidad, asi como la presencia de
diferencias de medias entre genotipos.

La estimacion de los coeficientes de regresion y de las varianzas de
desviaciones de regresion se efectud utilizando el programa PARAM propuesto por

Ortega y Magafa (1992; Cuadro 2).

Para la interpretacion de los valores estimados del modelo Eberhart y Russell se
utilizo la interpretacion de estabilidad propuesta por Carballo y Marquez (1970; Cuadro

3).
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Cuadro 1. Analisis de varianza de bloques completos al azar combinado
apropiado para estudiar la interaccion.

FUENTES DE G.L. C. M.
VARIACION
AMBIENTES (A) -1 Ms
REP/LOCALIDADES  (r-1)| My
GENOTIPO (G) G-1 M3
G XA (G-1) (1)) M
ERROR EXPER. (r-1) (V-)I My
TOTAL G(r-1)
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Cuadro 2. Analisis de varianza combinada para la estabilidad de Eberhart y Russell (1966)

Fuente de Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrados medios
Variacion
Total (nG-1) _ ¥r Y*;—-F.C.
i
Genotipo (G) (G-1) _ 13 Y4 —-F.C. CM;
n |
Ambientes (A) (n-1)
+ r(n-1) _ Y% =2 Y4 In
(G-1)(n-1) v '
GxA
Ambiente (lineal) G-1
LEYil ) 213
VJ J
G x A (lineal) G-1 S[ (ZY;l)?/Z1%] - S. C. amb. (lineal) CM,
J J J
Desviacion G(n-2) ) 23T S CMs
conjunta ')
Genotipo 1 n- 2 L2 YE (Y- (Y1) IzIP CMF;
J n N
Genotipo f n—-2 [ZY?% — (Yr)2] - (2Ys D)2 CM,
J n J
Error conjunto nr—1)(G-1)
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Cuadro 3. Interpretacion de los parametros de Eberhart y Russellpara diferentes situaciones
posiblesque pueden tomar los parametros de estabilidad (Carballo y Marquez, 1970).

Situacion Coeficiente de  Desviaciones de la
Regresion Regresion Descripcion de la Variedad
a) bi.=1 S?d;=0 Variedad estable.
b) bi=1 S?d >0 Buena respuesta en todos los ambientes
pero inconsistente.
C) bi<l1 S°d;=0 Mejor respuesta en ambientes
desfavorables y consistente.

d) bi<l1 S’d>0 Mejor respuesta en ambientes
desfavorables e inconsistente.

e) bi>1 S?di=0 Mejor respuesta en buenos ambientes y

consistente.
f) bi>1 S’d>0 Mejor respuesta en buenos ambientes e

inconsistente.
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4.4.2.2 Modelo AMMI (Modelo de efectos principales aditivos e interaccion
multiplicativa).

Explica inicialmente los efectos principales de genotipos y ambientes mediante un
analisis de varianza convencional y posteriormente describe la parte no aditiva
correspondiente a la interaccion genotipo X ambiente por medio de un analisis
multivariado de componentes principales (CPl, CP2, CPn) (Crossa, 1990). A partir del
primer componente principal y el resto de los componentes, en caso de representar un
porcentaje aceptable de la interaccion (60%), es posible generar unfigura (biplot) con el

programa infogen y representar las similitudes de genotipos o de ambientes.

El modelo AMMI esta representado por la ecuacion (Zobel et al., 1998)

k
=U+G A+ 2407 5

i=1

r

Donde:

Yij = es el rendimiento del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente

Los parametros aditivos son:u = media genera; Gj = Efecto del i-ésimo genotipo; o=

Efecto del j-ésimo ambiente; A= Valor propio del componente principal K; Qjj «v j= Valor

del componente principal k de genotipo y localidad

& j = Error experimental
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Para la representacion grafica del CPI en funcién de un variable se utilizaron las
siguientes abreviaciones: (C)= Genotipo Cachanilla F-2000, (Y)= Genotipo Yécora F-70,
(TR)= Genotipo Triguenio F-00, A= Fertilidad residual- 2007, B= Fertilidad residual+
Fertilizacion comercial-2007, C= Fertilidad residual -2008 y D= Fertilidad residual+

Fertilizacibn comercial -2008.

TRANSFORMACION GENETICA PARA LA MAXIMACION DE LA EXPRESION DEL
GEN (GUS) EN TRIGOS DE GLUTEN FUERTE
4.4.2.3 Maximizacion de los parametros de bombardeo

Fue realizado usando un anadlisis de varianza (ANOVA) en un disefo
completamente al azar con arreglo factorial 3x2. Los factores considerados fueron
presion de bombardeo (650, 1100, and 1800 psi) y distancia de (1.5, 4.5, and 7.5 cm).
La variable dependiente fue la relacion de numero de puntos azules por embriones
bombardeados. La comparacion de medias fueron detectadas usando la prueba de
Rangos Multiples de Duncan y la diferencia fue considerada para un valor de (P<0.05).

El andlisis fue realizado en el SAS ( Proc GLM)
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

PARA ESTABILIDAD DE TRIGOS DE GLUTEN FUERTE
5.1 Analisis de varianza combinado

La IGA resulté altamente significativa (P<0.01) para las variables rendimiento de
grano, sus componentes y calidad harinera, las cuales fueron evaluadas en cuatro
ambientes de prueba durante dos afos. Estos resultados demuestran que los genotipos
tienen un comportamiento desigual en los diferentes ambientes probados (Cuadro 4).
Lépez et al. (2001) evaluaron la adaptacion y rendimiento de 15 lineas avanzadas de
frijolnegro, asi como un testigo local en 11 localidades bajo condiciones de riego,
temporaly humedad residual. Los resultados obtenidos indican diferenciasentre las lineas
estudiadas, localidades y para lainteraccion linea por localidad.Estos mismos resultados
concuerdan con lo obtenido por Gleenys et al. (2006), quienes estudiaron la IGA en 16
hibridosexperimentales de maiz de grano blanco, en varios ambientes del estado
Yaracuy, Venezuela, en el periodo 2000-2001. Ellos detectaron diferencias para los
efectos principales de genotipos y ambientes, asi como en la IGA. Asimismo,Balbuena et
al. (2008) estudiaron 20 genotipos de Maiz y Trigo para identificar los sobresalientes en
rendimiento de grano y componentes de rendimiento en cuatro ambientes del valle de
México. Los resultados indicaron que en la IGA fue significativa para el rendimiento del
grano.Estos mismo resultados coinciden con los obtenidos porZepeda et al.(2009),
guienes evaluaron8 hibridos de maiz adaptados a la region de Valles Altos Centrales de
México, y sus caracteristicas fisicas, estructurales y calidad del nixtamal—tortilla del

grano.



Los resultados mostraron que la IGA fue significativa para la mayoria de las
variables, pero para el rendimiento de tortilla fria un hibrido respondio6 diferente a los
ambientes debido a sus caracteristicas genéticas particulares y por su respuesta en
cada afio agricola. Estos mismos autores también observaron significancia en la IGA

al evaluar el indice de floracion del grano en 10 genotipos de maiz en dos ambientes.

Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis combinado para trigos de gluten fuerte
evaluados en cuatro ambientes para rendimiento, sus componentesy calidad
harinera.

RG 1 RP 1 PB1/2 PH 1 W
Fuente Kg ha Kg ha (X+1) Kg hL IC (X)M Joules
fe”(.’“po X 26327329.4** 66995747 484 1119.6*  0.008357**  0.0552** 10969.3**
mbiente
CV (%) 11.13 7.91 50.85 16.17 7.73 1.58 9.07
R’ 0.92 0.98 0.75 0.74 0.68 0.86 0.78

*Significativo (P= 0.01); **Altamente significativo (P= 0.0001); C.V.=Coeficiente de variacion;
R’=Coeficiente de determinacion, RG=Rendimiento de grano; RP=Rendimiento de paja; PB= Panza blanca;
PH= Peso hectoalitrico; IC= Indice de cosecha; PG= Proteina en grano; W=Fuerza de gluten.
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5.2 Comparacion de medias entre genotipos
5.2.1 Rendimiento de grano
No se encontraron diferencias (P>0.05) entre el genotipo (C) con respecto a (Y) y
(T) (7721.9, 7600, 7251.3 Kg ha™ respectivamente), ni entre los genotipos(Y) y (TR)
(P>0.05) (Cuadro 5).Estos mismo resultados concuerdan con los obtenidos por Syed
et al. (2007), quienes evaluaron el andlisis de estabilidad del trigo en pre y post antesis
bajo condiciones de estrés hidrico, los resultados indican que no se encontraron

diferencias significativas entre el genotipo Rawal-87 y Potohar-93.

5.2.2 Rendimiento de paja
Se encontraron diferencias entre el genotipo (C) con respecto a (Y) y (TR)
(P<0.05), mientras que entre el genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05; Cuadro 5).Estos resultados se deben principalmente a que el
genotipo (C) es un genotipo de porte alto, es decir, presento el rendimiento promedio
mas alto de 9848.5 Kg ha™, en el caso de (Y) es un genotipo clasificado como triple
enano (tres genes para enanismo) y presentdo un rendimiento promedio menor de

8624.8 Kg ha*, siendo similar a (TR) (Cuadro 5).
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5.2.3 Panzablanca

Se encontraron diferencias (P<0.05) entre el genotipo (C) con respecto a (Y) y
(TR), mientras que entre el genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias
(P>0.05)(Cuadro 5).La media mas alta de panza blanca fue observada en el genotipo
(C),mientras que en (Y) y (TR) fue similar (P>0.05) (2.31, 085 y 0.82 %
respectivamente), lo que se puede atribuir a que el genotipo (C) tuvotambién un mayor
rendimiento de grano que los demas genotipos, por lo que tiene mayores necesidades de
absorcion de nitrégeno por su porte alto y, por ende, contiene menor contenido de
proteina que (Y) y (TR) (11.4, 12.1 y 12.5% respectivamente). Se ha demostrado que el
caracter de panza blanca esta fuertemente asociado con una disminucion del contenido
de proteina en el grano (Robinson et al.,1977; Solis et al., 2001). También se reconoce
gue su expresion es debido a factores genético-ambientales (Sivori, 1980; Valenzuela,
1990).

Por otro lado, Sivori (1980) indica que si el tiempo de maduracion de la semilla se
prolonga mas alla de lo normal por efecto de bajas temperaturas y alta humedad relativa,
la planta no asimila suficiente nitrdgeno, lo que eleva el contenido de hidratos de carbono

y disminuye la proteina.
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5.2.4 Peso hectolitrico

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entreel genotipo (C) con
respecto a (Y) y (TR), ni tampoco entre (Y) y (TR) (Cuadro 5). El genotipo (C) presento
media similares a (Y) y (TR), siendo de 80, 80, 79 Kg hL™ respectivamente, lo que
significa que los genotipos tienen la capacidad de absorber la misma cantidad de agua
para el llenado del grano. Valenzuela y Martinez (1992) encontraron un alto grado de
asociacion entre el peso de 1000 semillas y el peso hectolitrico, asi también, observaron
gue el endospermo aumenta conforme aumenta el peso hectolitrico en diferentes fechas
de siembra. Estos mismos autores encontraron que la disminucion, se debe a las
temperaturas maximas (32°C) que se presentan durante el periodo de floracién-madurez
fisiologica, lo cual repercute en el tamafo y peso de la semilla.Por consiguiente ellos
recomiendan que la mejor época de siembra para producir semilla en donde la calidad
sea menos afectada es durante el mes de diciembre. Es decir, las temperaturas de estas
épocas otofio- invierno muestran condiciones mas favorables para el desarrollo de las

variedades de esta region.
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5.2.5 indice de cosecha

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre el genotipo (C) con respecto
a (Y) y (TR), mientras que entre genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) (Cuadro 5). Estos resultados se deben principalmente a que el
genotipo (C) es de porte alto, es decir, tiene mayor rendimiento de paja (9848.5 Kg ha™)
y mayor rendimiento de grano (7721.9 Kg ha™) con un indice de cosecha de 0.45. Se ha
observado que las plantas de trigo desarrollan una estructura de hojas y tallos muy
grande en relacion al rendimiento de grano y que hay un desequilibrio entre el periodo de
crecimiento vegetativo y el de madurez de los granos (Singh y Stoskopf, 1971). Caso
contrario parael genotipo (Y) que es clasificado como triple enano (tres genes para
enanismo), su porte es pequefo, es decir, presenta menor media de rendimiento de paja
respecto a (C), 8624.8 Kg ha™, y con indice de cosecha de 0.47, no obstante tiene un
comportamiento similar con (TR) con indice de cosecha de 0.48. Los indices de cosecha
con valores mayores a 0.5 indican una mayor eficiencia de absorcion de nitrégeno para
el rendimiento de grano, lo que se debe principalmente a que las plantas tienen una
mayor capacidad fotosintetizadora,con una mayor distribucién de la asimilacién en los
granos y una menor en la paja (hojas y tallos)(Barriga, 1974). Los indices de cosecha
menores a 0.5 indican mayores necesidades de nitrégeno para el rendimiento de grano.
Syme (1970 y 1972) encontré una alta correlacién entre el indice de cosecha y peso seco

del grano (rendimiento).
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5.2.6 Proteina en grano

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05), entre el genotipo (TR) con
respecto a (C) y (Y), y entre el genotipo (C) con respecto a (Y) (Cuadro 5). La variedad
(TR) presenta mayor porcentaje de proteina con respecto a (C) y (Y) (12.5, 11.4, 12.1 %
respectivamente). En relacidn a esta variable, Kramer (1979) define que la variacion en
el contenido de proteina no solo se debe al genotipo, también a la influencia ambiental

(fertilizacion nitrogenada, densidad de siembra, método de siembra, entre otros).

5.2.7 Fuerza de gluten

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre el genotipo (TR) con
respecto a (C) vy (Y), mientras que entre el genotipo (C) con respecto a (Y) no
encontraron diferencias significativas (P>0.05) (Cuadro 5). Esto resultados indican que el
genotipo (C) presentd menor fuerza de gluten que (Y) y (TR) (338.8, 367.8 'y 436.8 x 10
“J respectivamente), y con un porcentaje de proteina de 11.4, 12.1 y 12.5%
respectivamente. Esto se debe a las variaciones en el contenido total de proteinay las
variaciones del contenido de gluten, en consecuencia, por eso a mayor cantidad y
calidad de proteina mayor sera la fuerza del gluten, siendo un parametro de calidad

importante para la comercializaciéon (Mohan y Martino, 1997).
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Cuadro 5. Comparacion de medias para rendimiento de grano, sus componentes y calidad en
tres genotipos de trigo de gluten fuerte durante los afios 2007 y 2008.

Genotipos Contrastes y valor de P
Va;';%'gﬁ) de ©) (Y) (TR) (C) vs (Y)+(TR) (Y) vs (TR) DE
RG 7721.9 7600.0 7251.3 0.25 0.25 837.64
RP 9848.5 9848.5 9848.5 <0.01 0.53 711.07
PB 2.31 0.85 0.82 0.05 0.96 0.77
PH 80 80 79 0.58 0.34 0.37
IC 0.45 0.47 0.48 0.04 0.91 0.036
PG 11.4 12.11 12.5 <0.01 <0.01 0.05
W 338.8 367.8 436.8 0.87 <0.01 34.56

(C)= Cachanilla F-2000; (Y)= Yécora F-70; (TR)= Triguenio F-00; RG=Rendimiento de grano Kg ha™; DE= Desviacién estandar
RP= Rendimiento de paja Kg ha™; PB= Panza blanca (%); PH= Peso hectolitrico Kg hL™; IC= indice de cosecha; PG= Proteina en grano
(%); W= Fuerza de gluten x 10™ J; Contrastes: (C) vs (Y)+(TR)= Cachanilla F-2000 contra Yécora F-70+ Triguenio F-00; (Y) vs (TR)=

Yécora F-70 contra Triguenio-F00.
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5.3 Metodologia de Eberhart y Russell(1966)

El modelo de estabilidad univariado de Eberhart y Russell para probar la
significancia de la interaccion genotipo por ambiente, permitid identificar varias
situaciones en funcién de los pardmetros b; y S?d; (Cuadro 6), conforme a la

interpretacion propuesta por Carballo y Marquez (1970).

5.3.1 Rendimiento de grano

Los tres genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportan estables, ya que sus
coeficientes de regresion b; tuvieron un valor igual uno y sus desviaciones de la
regresion fueron iguales a cero, con promedios de rendimiento de 7721.9, 7600, vy
7251.3 Kg ha™ respectivamente. Estos resultados muestran concordancia con algunos
estudios previos. Gutiérrez et al.(1999) evaluaron la estabilidad de nueve genotipos de
trigo en cuatro localidades de México y los resultados obtenidos indicaron que la linea
AN-1461 presenté un comportamiento estable y tuvo un alto rendimiento, por lo que paso
al proceso de registro como variedad comercial. Lépez et al. (2001) evaluaron quince
lineas avanzadas de frijol negro en once localidades; los experimentos se establecieron
bajo condiciones de riego, temporal y humedad residual. Las lineas ICTA-Ju 97-1, ICTA-
Ju 1I-307, DOR-678 y Cut-45, resultaron sobresalientes por su rendimiento, amplia

adaptacion y estabilidad.
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5.3.2 Rendimiento de paja

Los tres genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportaron estables, ya que sus
coeficientes de regresionbituvieron valores iguales a uno y sus desviaciones de la
regresion fueron iguales a cero, con promedios de 9848.5, 8624.8y 8463.8 Kg ha™,

respectivamente.

5.3.3 Panza Blanca

El genotipo de trigo (Y) se comportd estable, ya que su coeficiente de regresion
tuvo un valor igual a uno y su desviacion fue igual a cero, con un promedio de 0.85%. El
genotipo (C) presenta un coeficiente de regresion b; mayor a 1 y su desviacion igual a
cero, que de acuerdo a Eberhart y Russell se comporta mejor en buenos ambientes y es
consistente, con un promedio 2.31 %. El genotipo (TR) presenta un coeficiente de b;
menor a 1 y su desviacion mayor a cero, que de acuerdo a Eberhart y Russell se
comportan mejor en un ambiente desfavorable, con un promedio de 0.82%
respectivamente. Esto concuerda con el andlisis de contrastes ortogonales realizado en

este estudio.
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5.3.4 Peso hectolitrico

Los tres genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportaron estables, ya que
sus coeficientes de regresiéon b; tuvieron un valor igual a uno y sus desviaciones fueron
iguales a cero, con un promedio de peso de 80, 80 y 79 kg hL™ respectivamente. La
mayoria de los pesos hectolitricos observados en el presente estudio superan el
promedio que establece la norma mexicana NMX-FF-036-1996, que rige la
comercializacién del trigo a nivel nacional (DGC,1996), donde se especifica un peso
hectolitrico minimo de 74 Kg hL™ para el grado de calidad México 1 y menor para los
grados de calidad México 2 y 3 (72 y 68 Kg hL™ respectivamente), de modo que los

genotipos (C), (Y) y (TR) retinen las caracteristicas necesarias para su comercializacion.

5.3.5 Indice de cosecha

Los tres genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportaron estables, ya que sus
coeficientes de regresion b; tuvieron un valor igual a uno y sus desviaciones fueron
iguales a cero, con indices promedio de 0.45, 0.47, 0.48 respectivamente. Wallace et
al.(1966) afirman que hay evidencias de que el éxito del mejoramiento de variedades
altamente productivas se ha debido, en parte, a una seleccion inconsciente para un
indice de cosecha mas alto, particularmente cuando los 6rganos reproductivos, tales

como los granos, son parte de la planta que poseen un interés econémico.
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Sin embargo, en el presente estudio, el indice de cosecha para la variedad (TR)
fue de 0.48 y su rendimiento de grano de 7251.3 Kg ha "1, mientras que en la variedad
(C) se obtuvo 0.45 y 77219 Kg ha "1 de indice de cosecha y rendimiento,

respectivamente, lo cual no concuerda con lo sefalado por este autor.

5.3.6 Proteina en grano
Los genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportaron estables, de acuerdo a
Eberhart y Russell, y presentan coeficientes de regresion igual a uno y desviaciones

iguales a cero, con promedios de 11.42, 12.11y 12.46%respectivamente.

5.3.7 Fuerza del gluten

Los tres genotipos de trigo (C), (Y) y (TR) se comportaron estables, ya que sus
coeficientes de regresion tuvieron valor igual a uno y sus desviaciones fueron iguales a
cero, con promedios de 338.8 X10 *, 367.8 X10 ™, 436.8 X10 * J, respectivamente.Estos
resultados muestran una fuerza de gluten promedio mayor 314 x 10 * J (Camara
Nacional de la Industria Molinera de Trigo). La ventaja de esto es que la harina de gluten
fuerte se puede utilizar como mejorador de trigos de gluten débil, para establecer

parametros de calidad dirigidos a la elaboracion de un producto en particular.
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Cuadro 6. Interpretacion de la estabilidad para rendimiento de grano, sus componentes
con el modelo univariado de Eberhart y Russell de acuerdo a la interpretacion de Carballo

y Marquez 1970.

Variables evaluadas Variedad Media S?d, Descripcion

Cachanilla F-2000  9848.5 0 Estable
Rendimiento de Paja (Kg ha™) Yécora F-70 8624.8 0 Estable
Triguenio F-00 8463.8 0 Estable
Cachanilla F-2000  7721.9 0 Estable
Rendimiento de grano(Kg ha™) Yécora F-70 7600 0 Estable
Triguenio F-00 7251.3 0 Estable
CachanillaF-2000 ~ 0.45 0 Estable
indice de cosecha Yécora F-70 0.47 0 Estable
Triguenio F-00 0.48 0 Estable

Cachanilla F-2000 1.82 0 Mejor respuesta en buenos ambientes y consistente
Panza Blanca (x+1)"2 Yécora F-70 1.36 0 Estable

Triguenio F-00 1.35 >0 Mejor respuesta en ambientes desfavorables

Cachanilla F-2000 80 0 Estable
Peso Hectolitrico (Kg hL™) Yécora F-70 80 >0 Estable
Triguenio F-00 79 >0 Estable
Cachanilla F-2000 3.38 0 Estable
Proteina en grano ( X)'? Yécora F-70 3.48 0 Estable
Triguenio F-00 3.53 0 Estable
Cachanilla F-2000  338.81 0 Estable
Fuerza de gluten X 10™Joules (W) Yécora F-70 367.75 0 Estable
Triguenio F-00 436.75 0 Estable
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5.4 Modelo AMMI para rendimiento de grano y sus componentes

Los materiales experimentales (C), (Y) y (TR) son formados en ocasiones en
ambientes muy particulares, que requieren probarse bajo las diferentes condiciones de
manejo que prevalecen en una region antes de ser liberados para su explotacion
comercial, asi como la selecciébn de aquellos que muestren un mayor potencial de
rendimiento y calidad bajo esas condiciones. Es necesario demostrar la estabilidad de
produccibn de estas variedades en diferentes ambientes de prueba. Efectos
significativos para IGA justifican la continuidad del andlisis para determinar su
interaccion en el comportamiento de las diferentes variedades a través de ambientes.

En base a lo anterior, una de las metodologias mas utilizadas actualmente para medir la
estabilidad es el modelo AMMI se discute a continuacion.

El analisis de varianza para el modelo AMMI de las variables estudiadas se
presentan en los cuadros 7 y 8, en estos se observa los resultados de la IGA,para RG el
cual fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden observar en el biplot de la
figura 4. En ésta, el primer componente explica el 99.33 % de la varianza total y el
segundo componente mostré el 0.67%, se diferencian cuatro sectores delimitados por
lineas con circulos de color amarillo, lo que representa a un ambiente. En los vértices del
poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos
de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente.Asi, en el sector superior se ubica el ambiente C y D donde se destaca
el genotipo (YY), en el sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran C y B con
el genotipo (TR) como el mas adaptado; en el sector inferior se ubica el ambiente Dy A

con el genotipo (C) como el mas adaptado.
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Asi, los genotipos mas estables son los que se encuentran mas cercanos al
origen, y al alejarse de éste su comportamiento es mas variable. El genotipo mas estable
fue (C) en el ambiente D. Respecto a los componentes principales, se puede observar

qgue (Y) y (TR) se encuentra en posicion opuesta en relacién con el CP2.

70



Cuadro 7. Anédlisis de varianza AMMI en trigos de gluten fuerte bajo fertilidad residual y complementaria durante los ciclos

2007 y 2008.
Fuente gl ;:Otre;?li Rendimiento de paja Peso hectolitrico Rendimiento en grano
9 Kg ha® Kg hL™
sc cM % sc cM % sc cM % sc cM %
Modelo 23 | oesia | ooogs” | | 738942608.91 | 32127939.51 | 13659.10 | 593.87** | | 207703264.58 | 1294362019 | _
Repeticiones 12 0.0441 0.037™ B 1989406.49 165783.88 B 1343.92 | 111.99™ 3 9847891.67 820657.64"° _
Ambientes (A) | 3 0778 | 00259 | _ | 710383691.41 | 236794563.81** | _ 3532.06 | 1177.35 | _ | 277384539.58 | 92461513 _
Variedad (G) 2 0.1930 | 0.0965 | _ | 18314340.042 | 9157170.02 B 2199.09 | 1099.55% | _ 167879.17 83939.58"
GXA 6 03364 | 00561 | _ 8255170.95 1375861.82 B 6584.03 | 1097.34 | _ 10302954.17 1717159.03 _
Error 24 | 00650 | 0.0027 _ 14812193 617174.71 B 3355.21 | 139.80 B 10280033.33 678334.72 B
Total 47 | 0.7174 753754801.91 17014.31 313983297.92
Términos AMMI
G XA 6 03364 | 00s61” | _ 8255170.95 1375861.82™ _ 6584.03 | 1097.34 | _ 10302954.17 | 1717159.03 _
cp1 4 | 03349 | 00837 | 995 | 5856191.94 1464047.99* | 70.94 | 6561 | 1640.25 | 99.65 | 1020403590 | 555100897 | 99.03
cp2 2 0.00156 | 0.00778 | 0.5 2398979.02 1199489.5™ 29.06 | 23.03 11.25™ | 035 98918.27 49459.13" 0.97

SM, gl, CM, %, CP1, CP2 =Suma de cuadrados, Grados de libertad, Cuadrados medios, Porcentaje: Componente principal 1, Componente

principal 2, respectivamente.*Significativo (P= 0.01), **Altamente significativo (P= 0.0001), ns=no significativa
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Cuadro 8. Analisis de varianza AMMI en trigos de gluten fuerte bajo fertilidad residual y
complementaria durante los ciclos 2007 y 2008.

Fuente gl Panza Blanca indice de cosecha Fuerza de gluten
Joules
sc cM % sc cM % sc cM %
Modelo 23 72.54 315 _ 0.1026 0.0044* | 150225.00 | 6531.52" _
Repeticiones 12 19.7053 | 1.6421" B 0.01072 0.0009™ B 29562.83 | 2463.57 _
Ambientes (A) 3 | 452398 | 15.6421° | _ 0.0649 0.0217** B 16062.50 | 5354.17 B
. 1.1281,4 ns **
Variedad (G) 2 2.2562 B 0.0055 0.0027 _ | 55893.04 | 2794652 _
GXA 6 46161 | 07693 B 0.0214 0.0036 | 4870663 | 8117.77" _
Error 24 411 0.178 B 0.0334 0.0013 B 25459.67 | 1060.82 _
Total 47 76.65 0.1361 175684.67
CXA 6 46161 | 07693 _ 0.0214 0.0036 - | 4870663 | 8117.77 B
cP1 4 40522 | 1.0131"™ | 88.31 0.0165 0.0041° 77.11 | 46399.29 | 11599.82 | 95.26*
cp2 2 05362 | 0.2681" | 11.69 0.0049 0.0024" 2289 | 2307.33 | 115367 | 4.74

SM, gl, CM, %, ACP1, ACP2 =Suma de cuadrados, Grados de libertad, Cuadrados medios, Porcentaje de
Componente principal 1, Componente principal 2, respectivamente.*Significativo (P= 0.01),
**Altamente significativo (P= 0.0001), ns=no significativa
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Figura 4. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes
principales del andlisis AMMI de rendimiento de  grano evaluados en
cuatro ambientes.

Para RP,a IGA fue significativa (P>0.05).Esta interaccion se puede
observar en el biplot de la figura 5. En ésta el primer componente represento el
70.94% de la varianza total y el segundo componente representd el 29.06%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo
gue representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los
genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro,
por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A donde se

destaca el genotipo (TR), en el sector izquierdo los ambientes en los que se
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encuentran C y D con el genotipo (C) como el mas adaptado; en el sector inferior
se ubica el ambiente B y D con el genotipo (Y) como el mas adaptado.

El genotipo mas estable fue (Y) en el ambiente B. Respecto a los
componentes principales, se puede observar que (Y) y (TR) se encuentra en
posicién opuesta en relacién con el CPl; (TR) y (C) tuvieron comportamiento

similar con referencia a CP1.
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Figura 5. Representacién grafica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes
principales del analisis AMMI de rendimiento de paja evaluados en cuatro
ambientes.
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Para PBla IGA fue significativo (P<0.05).Estas diferencias se aprecian en
el biplot de la figura 6. En ésta el primer componente represento el 88.3% de la
varianza total y el segundo componente el 11.69%; se diferencian cuatro
sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que representa a
un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor
interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor
adaptacion especifica a los ambientes del sector correspondiente. Asi, en el
sector superior se ubica el ambiente A donde se destaca el genotipo (C), en el
sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran C y D con el genotipo
(TR) como el mas adaptado; en el sector inferior se ubica el ambiente B con el
genotipo (Y) como el mas adaptado. Asi los genotipos mas estables son los que
se encuentran mas cercanos al origen, y al alejarse de éste su comportamiento es
mas variables. El genotipo mas estable fue (Y) en el ambiente B. Respecto a los
componentes principales, se puede observar que (Y) y (C) se encuentra en
posicion opuesta en relacion con el CP2; (TR) y (C) tuvieron comportamiento

similar con referencia a CP1.
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Figura 6. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes
principales del analisis AMMI de panza blanca evaluados en cuatro ambientes.

ParaPHla IGA fue significativo (P<0.05).Estas diferencias se pueden
observar en el biplot de la figura 6. En ésta el primer componente represento el
99.65% de la varianza total y el segundo componente represent6 el 0.35%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo

gue representa a un ambiente.
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En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y
éstos se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion
especifica a los ambientes del sector correspondiente. Asi, en el sector superior
se ubica el ambiente C donde se destaca el genotipo (Y) como el mas adaptado,
en el sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran A y B con el
genotipo (C) como el mas adaptado; en el sector inferior se ubica el ambiente C
con el genotipo (C) como el mas adaptado. Asi los genotipos mas estables son los
gue se encuentran mas cercanos al origen, y al alejarse de éste su
comportamiento es mas variables. Los genotipo mas estable fue (Y) y TR en el
ambiente C. Respecto a los componentes principales, se puede observar que (Y) y
(TR) se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CPIl, tuvieron un

comportamiento similar.
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Figura 7. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes principales
del andlisis AMMI de peso hectolitrico evaluados en cuatro ambientes.
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Para ICla IGA fue significativo (P<0.05).Estas diferencias se pueden
observar en el biplot de la figura 8. En ésta el primer componente representé el
77.11% de la varianza total y el segundo componente represento el 22.89%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo
que representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los
genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro,
por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente Ay D donde se
destaca el genotipo (C), en el sector izquierdo los ambientes en los que se
encuentran A y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado. Los genotipo mas
estable fueron(Y), (C) y (TR) en el ambiente C, Ay B respectivamente. Respecto a
los componentes principales, se puede observar que (Y) se encuentra en posicion
opuesta en relacion con el CP2; (TR) y (C) tuvieron comportamiento similar con

referencia a CP2.
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Figura 8. Representacién grafica de la asociacién de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes
principales del andlisis AMMI de indice de cosecha evaluados en cuatro
ambientes.
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Para PG la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden
observar en el biplot de la figura 9. En ésta el primer componente represento el
99.5% de la varianza total y el segundo componente representé el 0.5%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo
qgue representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los
genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro,
por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A donde se
destaca el genotipo (Y), en el sector izquierdo los ambientes en los que se
encuentran A y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado; en el sector inferior
se ubica el ambiente C con el genotipo (C) como el mas adaptado. Asi los
genotipos mas estables son los que se encuentran mas cercanos al origen, y al
alejarse de éste su comportamiento es mas variables. El genotipo mas estable fue
(Y) en el ambiente A. Respecto a los componentes principales, se puede observar
gue (Y) y (TR) se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CPI; (Y) y (C)

tuvieron comportamiento similar con referencia a CP2.
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Figura 9. Representacion gréfica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes principales
del andlisis AMMI de proteina en grano evaluados en cuatro ambientes.
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Para WiIla IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden
observar en el biplot de la figura 10. En ésta el primer componente represento el
99.26% de la varianza total y el segundo componente representd el 4.73%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo
que representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los
genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro,
por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente C donde se
destaca el genotipo (C), en el sector izquierdo los ambientes en los que se
encuentran A y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado; en el sector inferior
se ubica el ambiente A con el genotipo (Y) como el mas adaptado. El genotipo
mas estable fue (Y) en el ambiente A. Respecto a los componentes principales, se
puede observar que (C) y (TR) se encuentra en posicion opuesta en relacion con

el CP2; (Y) y (TR) tuvieron comportamiento similar con referencia a CP2.
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Figura 10. Representacién grafica de la asociacion de los genotipos con los
ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes
principales del analisis AMMI de fuerza de gluten evaluados en cuatro ambientes.
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5.5 TRANSFORMACION GENETICA PARA LA MAXIMACION DE LA
EXPRESION DEL GEN (GUS) EN TRIGOS DE GLUTEN FUERTE.

El andlisis estadistico resulto altamente significativo (P<0.01) entre la presion y
distancia, el numero de puntos por embriones fue una funcion de la presion,
mostrando un modelo diferente para cada distancia probada (Cuadro9 , Figura
11). La media del numero de puntos bien definidos encontrados en los embriones
(expresion de gen) la cual es mostrado en el cuadro 9. La media representa un
total de tres replicas. El coeficiente de variacién y determinacién fueron 26.8 y
0.91% respectivamente. Los resultados muestran que la mejor respuesta fue
observada a una distancia de 7.5cmy 1100 psi de presion.

La media entre esta distancia y presion, el dafio celular fue disminuido y la

expresion del gen fue maximizado 3-glucuronidase (GUS)(Figura 11).
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Figura 11. Media de la relacién entre total de nUmero de puntos y el nUmero de
embriones, como una funcion de la presion y distancia.
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Por otra parte, baja respuesta fue obtenida con una combinacion de presion
y distancia de 650 psi y 7.5cm (Cuadro 9). Esta respuesta esta asociada con alto
dafio celular. La distancia de 4.5cm y una presion de 1800 y 650 psi tienen
también buenos resultados en cuanto a dafio celular. Mientras que, a una presion
de 1800psi y a una distancia ( 1.5y 7.5 cm respectivamente) tuvieron severo dafio
celular.

El patron encontrado a 7.5 cm puede ser el resultado del balance entre la
aceleracion de las particulas de oro necesarias para la insercién de gen, cuando
las particulas alcanzan la superficie del embrion; y la maxima presion que el
embridon puede soportar antes del dafio al tejido, el cual es visto como grandes
puntos azules sin una forma definida.

Sin embargo, el patron mostrado por el nUmero de puntos encontrados a
4.5 cm no puede ser explicado en términos de este. Mas alla de distancia, el DNA
del gen no es insertados en el embridn. Otra investigacién encontré que los puntos
fueron bien definidos a una presion de 1100 psi y a una distancia de
0.5cm(Pellegrineschi et al., 1998).

Estos resultados concuerdan con los encontrados en el presente estudio.
Aln cuando, hay algunas diferencias entre ambos estudios en la concentracion de
cloruro de calco y espemidina (0.16 M cloruro de calcio, 0.005 M espermidina en
este presente estudio vs 0.5 M, 0.008 M). El nimero total maximo de puntos
obtenido a condiciones éptimas fue de 248 puntos, el cual es mas que 180 puntos

(Pellegrineschi et al.,1998)(Cuadro 9).
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Estas diferencias pueden ser explicadas en términos de la medida del &rea
cubierta por las particulas de oro durante el bombardeo, la cual es proporcional a
la distancia. Estos resultados sugieren que un incremento en la distancia /area no
sacrifica el numero de puntos bien definidos, se tiene en mente que la masa total
de oro es muy pequeiia, en ambos estudios fue similar. El proceso para la
precipitacion de DNA en los microproyectiles fue idéntico en ambos protocolos.

Rasco et al. (1999) mostré que la combinacién entre el hueco y la distancia
del objetivo en el plato(circulo), el rendimiento optimo de la expresion del gen
(GUS) fue a 2.5 and 5.5 cm. También, encontraron que una adecuada expresion
fue obtenida con bajos niveles de presion de bombardeo (650-1100 psi), Lo cual,
esto concuerda con la maxima presion para minimizar el dafio celular de 1100 psi

obtenido en este estudio.
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Cuadro 9. Media de numero de puntos por embrién en varios niveles de
presion y distancia.

Presion Distancia Media de Media de Relacion : puntos/embriones
(psi) (cm) embriones puntos media = DS
248 a
1100 7.5 50 5.00 + 0.557
116 ab
1800 4.5 31 3.76 £0.921
142 ab
650 4.5 39 3.64 £ 0.036
76
650 1.5 26 2.91+0.282"
68 cd
1100 4.5 35 1.97 £ 0.305
52 cde
1100 15 31 1.73+0.339
71 de
1800 7.5 50 1.41+1.287
1800 15 29 17 0.56 + 0.578%
650 7.5 42 21 0.49+0.488°
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6 CONCLUSIONES

PARA ESTABILIDAD DE TRIGOS DE GLUTEN FUERTE
1. La interaccién Genotipo x Ambiente resultdé altamente significativa para las
variables rendimiento de grano, sus componentes y calidad harineraevaluadas en
cuatro ambientes.
2. En el rendimiento de grano y peso hectolitrico no se encontraron diferencias
entre los genotipos (C) con respecto a (Y) y (TR) (7721.9, 7600, 7251.3 Kg hay
80, 80, 79 Kg hL™, respectivamente), ni entre los genotipos (Y)y (TR).
3. En el rendimiento de paja y panza blanca, el genotipo (C) tuvo mayor
rendimiento y porcentaje de panza blanca (98485 Kg ha™’ y 2.31%,
respectivamente) con respecto a (Y) y (TR), mientras que los genotipos (Y) y
(TR) fueron similares (8624.8 Kg ha™ y 0.85%; 8463.8 Kg ha' y 0.82%,
respectivamente).
4, El indice de cosecha fue menoren el genotipo (C) (0.45) con respecto a (Y)
y (TR), mientras que los genotipos (Y) y (TR) fueron similares para esta variable
(0.4, 0.48, respectivamente).
5. El genotipo (TR) presentd mayor porcentaje de proteina en grano Yy fuerza
de gluten (12.5% y 436.8 x 10™J) con respecto a (Y) y (C). Ademas, (Y) fue mayor
a(C) (12.1% y 367.8 x 10 J; 11.4% y 338.8 x 10 J, respectivamente).
6. Con el modelo de Eberhart y Russell, los genotipos (C), (Y) y (TR) fueron
clasificados como estables para las variables de rendimiento de grano, sus
componentes y fuerza de gluten, sin embargo, para panza blanca los genotipos

(Y) y (TR) no fueron estables. Mientras que en el modelo AMMI, no resulté ser



mas efectivo para caracterizar la respuesta de los genotipos.Existen diferencias
entre los resultados obtenidos con el modelo de Eberhart y Russell que no son
explicados por el Modelo AMMI y viceversa.

Es probable que no todas las variables de rendimiento de grano, sus
componentes y fuerza de gluten puedan ser evaluada con el mismo modelo. Por lo
tanto, en base a estas diferencias es necesario evaluar otros modelos que
proporcionen mayor informacién tales como la metodologia de la varianza de
estabilidad de Shukla, Lin y Binns,regresion de Finlay y Wilkinson, indices de

Eskridge, entre otros.

PARA TRANSFORMACION GENETICA PARA LA MAXIMACION DE LA
EXPRESION DEL GEN (GUS) EN TRIGOS DE GLUTEN FUERTE.

7. Un protocolo basado en el bombardeo de embriones con particulas de oro, el
cual tiene interés en adherirlo a una superficie fue realizado. La mejor expresion
del gen (GUS) fue conseguido a una maxima distancia (7.5cm) y un nivel medio de
presion (1100 psi). Los resultados pueden ser usados para incrementar la
probabilidad de insercidon y expresion del gen durante la manipulacion genética del
trigo. Como resultado, usando este protocolo, perdidas de particulas de oro puede
ser minimizado, asi como el dafio celular para futuras aplicaciones de bombardeo

de embriones.
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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la estabilidad del rendimiento de variedades comerciales de trigo Cachanilla F-
2000 (C), Yécora F-70 (Y) y Triguenio F-00 (TR), en el Valle de Mexicali, Baja California, bajo cuatro
ambientes de prueba, usando el modelo de efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI),
se desarrollaron ensayos en el periodo 2007-2008, bajo un disefio experimental de bloques al azar con cuatro
(4) repeticiones. Los resultados encontrados en el analisis de la interaccion Genotipo X Ambiente resulto
altamente significativa (P<0.01) para las variables de estudio. En la comparacién de medias, para el
rendimiento de grano y peso hectolitrico no se encontraron diferencias entre los genotipos (C) con respecto a
(Y) y (TR), ni entre los genotipos (Y)y (TR). En el rendimiento de paja y panza blanca, el genotipo (C) tuvo
mayor rendimiento y porcentaje de panza blanca con respecto a (Y) y (TR). El indice de cosecha fue menor
en el genotipo (C) (0.45) con respecto a (Y) y (TR) (0.47 y 0.48 respectivamente). EI genotipo (TR) presentd
mayor porcentaje de proteina en grano y fuerza de gluten (12.5% y 436.8 x 10™ J) con respecto a (Y) y (C).
El modelo AMMI fue una herramienta Util para identificar variedades de alto rendimiento de trigo. Sin
embargo, no todas las variables de rendimiento de grano, sus componentes y fuerza de gluten pueden ser
evaluadas con el mismo modelo.

SUMMARY

With the finality to evaluate yield stability of varieties of wheat Cachanilla F-2000 (C), Yécora F-70 (Y) and
Triguenio F-00 (TR), in El Valle de Mexicali, Baja California, under four environments of test, using the
using the additive main effects and multiplicative interaction model (AMMI), was developed trials during the
period from 2007 to 2008, with an experimental random block design with four (4) replicates. The results
showed that the analysis of genotype x environment interaction was highly significant (P <0.01) for the study
variables. In the comparison of means, for grain yield and test weight were no differences between genotypes
(C) with respect to (Y) and (TR), or between genotypes (Y) and (TR). Performance of straw and white belly,
genotype (C) had greater percentage of white belly and over (Y) and (TR). The harvest index was lower in the
genotype (C) (0.45) with respect to (Y) and (TR) (0.47 and 0.48 respectively). The genotype (TR) had a
higher percentage of grain protein and gluten strength (12.5% and 436.8 x 10-4 J) with respect to (Y) and (C).
The AMMI model was a useful tool to identify high-yielding varieties of wheat. However, not all variables
grain yield, its components and gluten strength can be evaluated with the same model.

Palabras Clave: Zea mays L.; Interaccion G x A; modelos multiplicativos; AMMI; trigo; estabilidad.

Key Words: Zea mays L.; G x E interaction; multiplicative models; AMMI; wheat; stability.
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INTRODUCCION
El trigo (Triticum aestivum y T. durum L.) es uno de los principales cultivos a nivel mundial, ya que se
estim6 una produccion, en los afios 2008 y 2009, de 683 millones de toneladas (Canimolt, 2008). La
produccion de trigo en México en el afio 2008 fue de 3.3 millones de toneladas, de las cuales 1.9 millones
fueron trigos cristalinos y 1.4 millones destinados para la panificacion (INFORURAL, 2008). Este cultivo es
uno de los principales granos para la alimentacion mexicana, pues con €l se elaboran varios productos de
consumo masivo como panes, tortillas, pastas, galletas, atoles, papillas, obleas y pasteles. De igual forma, este
cultivo es uno de los principales en la temporada otofio —invierno en el noroeste de México y forma parte de
la cultura agricola de los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California. En este tltimo, el Valle de Mexicali
representa la zona de mayor produccién, ya que en los ultimos diez afios, la superficie promedio sembrada en
este Valle ha sido de 80,000 ha/afio, conuna produccion superior a las 500 mil toneladas y un rendimiento
medio de 6.2 ton ha™, beneficiando a més de 2000 productoresy sus familias. En el afio 2008, el estado de
Baja California generd una produccion de 532,450 ton (Pronespre, 2008).
La mayoria de los procesos de seleccion de germoplasma para la liberacién comercial de semillas involucran
generalmente varias variables productivas, sin embargo, en México estos procesos solo han enfatizado en el
rendimiento de grano (Gonzalez et al., 2007; Lozano del Rio et al., 2009). En la mecénica de estos procesos,
las semillas son sometidas a pruebas ricas en nutrientes y ambientes muy especificos. Sin embargo, cuando
las semillas son liberadas, estas se siembran baja diferentes condiciones de manejo como densidad y fecha
siembra, fertilizacion, control de plagas, tipos de suelo, pH, duracién de horas luz (fotoperiodo), temperatura,
etc. Esto hace que al sembrarse en ambientes diferentes, su rendimiento varie, lo cual se define como
interaccion genotipo x ambiente o estabilidad fenotipica. La estabilidad fenotipica del rendimiento ha tenido
varias interpretaciones, siendo dos de ellas la bioldgica y la agronémica. La bioldgica es cuando el genotipo
presenta minima variacion a través de los ambientes, mostrando un rendimiento constante en cualquier
condicion de produccion. La agronémica es cuando existe una minima interaccion genotipo x ambiente, lo
cual esta asociado a la pretension de obtener un incremento del rendimiento en respuestas para su evaluacion,
con una amplia variedad de condiciones para la obtencién de genotipos estables (Becker, 1981).
En este sentido, para evaluar el comportamiento agronémico de los cultivares, generados de los programas de
mejoramiento genético de cualquier rubro agricola, es necesario medir la estabilidad relativa de los genotipos
sometidos a la totalidad de los ambientes predominantes en una region potencial de adaptacion. Las etapas
finales de estos programas incluyen experimentos de evaluacién en diferentes localidades durante varios afios.
La ocurrencia a menudo de interaccion genotipo ambiente (G x A) en este tipo de ensayos exige la
realizacion de estudios adicionales con el propdsito de precisar la seleccion de individuos con adaptabilidad
general y especifica. La interaccion G x A es frecuentemente descrita como la inconsistencia del
comportamiento entre genotipos desde un ambiente a otro, y cuando ésta ocurre en gran proporcion reduce el
progreso genético de la seleccion (Yang y Baker, 1991; Magari y Kang, 1993). Varios procedimientos
estadisticos han sido usados para el analisis de la interaccion G x A, incluyendo métodos univariados y
multivariados (Hill, 1975; Lin et al., 1986; Wescott, 1986; Crossa et al., 1990; Flores et al., 1998; Rea y De
Sousa, 2002). Entre las diversas técnicas disponibles para realizar este tipo de estudios se ha elegido el
método AMMI (Efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa) propuesto por Zobel et al. (1988);
Gauch y Zobel (1988 y 1996). Hasta el presente, el método ha sido utilizado en muchos cultivos como
oleaginosas, entre otros (Crossa et al., 1990; Van Eeuwijk, 1995; Marin, 1995; Annicchiarico, 1997;
Aulicinio et al., 2000, Medina et al., 2002; Marin et al., 2004).
El método AMMI no s6lo permite estimar estabilidad, sino, también evaluar localidades y como consecuencia
clasificar los ambientes (Crossa et al., 1990). El procedimiento AMMI consiste en combinar las técnicas del
analisis de varianza y el analisis de componentes principales (CP) en un solo modelo, donde el anélisis de
varianza permite estudiar los efectos principales de los genotipos y ambientes y los analisis de CP la
interaccion G x A la cual es tratada de forma multivariada para su interpretacién. Este modelo ha demostrado
ser mas eficiente que otras técnicas tradicionales de analisis donde es imprescindible discernir en detalle sobre
las caracteristicas de la interaccion G x A (Kempton, 1984; Zobel et al., 1988; Nachit et al., 1992; Yan, 1995;
Yan et al., 2000).
Con base a lo anterior descrito y considerando que no existe informacion de investigacion en variedades de
trigo relacionada con rendimiento, sus componentes y la calidad harinera en estos sistemas de rotacidn
hortalizas-trigo con regimenes de fertilidad residual y fertilizacion comercial, se realizo esta investigacion con
el objeto de evaluar la estabilidad de rendimiento de variedades comerciales de trigo Cachanilla F-2000,
Yécora F-70 y Triguenio F-00, en Valle de Mexicali, Baja California, bajo cuatro ambientes de prueba,
determinando la magnitud y naturaleza de la interaccion G x A. y evaluando la estabilidad la estabilidad del



rendimiento, usando el modelo de efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI), en el
periodo 2007-2008.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de las localidades de los experimentos
Los experimentos se realizaron durante dos afios consecutivos, en el ciclo otofio-invierno del afio 2007-08, en
terrenos de un agricultor cooperante del Ejido Mezquital que se localiza en el Valle de Mexicali, Baja
California, México, a una latitud norte de 32°24° 40" y 115%11" 46" de longitud oeste. El clima es de tipo
desértico y en verano se caracteriza por ser calido, muy seco, con temperaturas promedio maximas y minimas
de 43 y 16 °C, respectivamente. La precipitacion pluvial promedio anual es de 85 mm (Garcia et al., 1985).
Arreglo de tratamientos y disefio experimental
Los tratamientos del presente experimento fueron el uso de la fertilidad residual proveniente de un cultivo
anterior (cebollin), y el otro fue la utilizacion de la fertilidad residual mas fertilizacién comercial. La
fertilidad residual mas fertilizacion comercial fue ajustada de acuerdo a las recomendaciones para este cultivo
de acuerdo a las recomendaciones para el valle de Mexicali (INIFAP, 2008). En ambos tratamientos se
sembraron las tres variedades de trigo de gluten fuerte: Yécora F-70(Y), Cachanilla F-2000 (C) y Triguenio
F-00 (TR).
La siembra se hizo en surcos con una densidad de (40 kg ha™) en cada afio. El disefio experimental fue
bloques completos al azar y cuatro repeticiones. El factor de blogueo fue la heterogeneidad del suelo.
En los ciclos 2007-08 y 2008-09 previo a la siembra, se realizaron analisis de suelos en cada una de las 24
parcelas. Las muestras se obtuvieron a una profundidad de 30 cm de tres puntos de cada parcela, se obtuvo un
promedio por parcela y éstos se utilizaron para obtener un promedio general del area del experimento 1. Se
obtuvo un promedio de 147 kg de N ha™ y 27 kg de P,O ha™. Estos valores se consideraron como fertilidad
residual (FR).
La FR consisti6 en la no adicién de fertilizante N y 29 kg de P,O ha™ durante el periodo de desarrollo del
cultivo, mientras que la FR+FC consistio en la adicion de 185 kg de N ha™y de 29 kg de P,O ha™. Asi, el
tratamiento de FR tuvo una fertilizacién de 147-56-00, N, P y K, respectivamente, mientras que el tratamiento
FR+FC tuvo una fertilizacién de 332-56-00, N, P y K, respectivamente.
La fuente de P,O utilizada fue acido fosférico y se aplicé en el primer riego de auxilio, 45 dias después de la
siembra y primer riego de germinacién en subfase Z 2.6 (Zadoks et al., 1974). La fuente de N utilizada fue
UAN-32 y fue fraccionada en cinco aplicaciones, comenzando con el primer riego de auxilio y terminando
con el quinto riego de planta, cuando el trigo ya se encontraba en etapa de llenado de grano ¢ sub fase Z 7.1
(Zadoks et al., 1974). En total se aplicaron seis riegos de auxilio, ademas del primero de germinacion.
El 25 de Febrero se realizaron operaciones de control de malezas utilizando una mezcla de los productos
comerciales “Axial” (2,2-4cido dimetil-propanoico 8-(2,6 dietil-4metilfenil)-1,2,4,5-tetrahidro-7-oxo-7H-
pirazolo [1,2-d] [1,4,5] oxadiazepin-9-il ester (CA), “Adigor” (coadyuvante AI12127R), “Amber”
(Triasulfuron al 75.0%) y “Buffex”, regulador del pH y dureza del agua a base de acidos organicos en 42% y
sales de acidos organicos poli carboxilicos en 45%. No se realiz6 ninguna aplicacion para el control de plagas
0 de enfermedades.
Variables evaluadas
Las variables evaluadas fueron: Rendimiento de grano (RG) en Kg ha * y sus componentes: Rendimiento de
paja (RP) en Kg ha *, Panza blanca (PB), Peso hectolitrito (PH) en Kg hL™?, (5) indice de cosecha (IC), (6)
Proteina en grano (PG) en %, y calidad harinera: Fuerza de gluten (W) y (W= R x 10™J), donde R= Valor
cuantitativo y J= Joules, y , para los cuatro ambientes: Ambiente 1: fertilidad residual-2007 (FR), Ambiente
2: fertilidad residual+ fertilizacion comercial -2007(FR+FC) , Ambiente 3: fertilidad residual-2008 (FR ),
Ambiente 4: Fertilidad residual+ Fertilizacién comercial -2008 (FR+FC).
Andlisis estadistico de los resultados
Se realizaron analisis de varianza de bloques completos al azar para estudiar el efecto de la interacciéon para
las diferentes variables agrondémicas (Cuadro 1), adicionalmente se corrieron contrastes ortogonales para
evaluar posibles diferencias entre los genotipos para las variables: rendimiento de grano, sus componentes
(panza blanca, peso hectolitrico, indice de cosecha, rendimiento de paja) y calidad harinera (Fuerza de
gluten): contraste la: (C vs Y+TR) y el contraste 1b: (Y vs TR) para el rendimiento del grano, panza blanca,
peso hectolitrico, indice de cosecha, rendimiento de paja, respectivamente. El contraste 2a: (YR vs C+Y) y el
contraste 2b: (C vs Y) para proteina en grano, fuerza de gluten en los dos afios y con los tratamientos con FR
y FR+FC. Estos analisis se realizaron con un nivel de significancia de 0.05 utilizando el programa SAS
(SAS, 2000).



Andlisis estadisticos para evaluar parametros de estabilidad

Para los andlisis de estabilidad fenotipica se utiliz6 el Modelo de efectos principales aditivos e interaccion
multiplicativa (Modelo AMMI), el cual explica inicialmente los efectos principales de genotipos y ambientes
mediante un andlisis de varianza convencional y posteriormente describe la parte no aditiva correspondiente a
la interaccién genotipo x ambiente por medio de un analisis multivariado de componentes principales (CPI,
CP2, CPn) (Crossa, 1990). A partir del primer componente principal y el resto de los componentes, en caso
de representar un porcentaje aceptable de la interaccion (60%), es posible generar un figura (biplot) con el
programa infogen y representar las similitudes de genotipos o de ambientes.

El modelo AMMI esta representado por la ecuacion (Zobel et al., 1998)

k
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Donde:

Yj = es el rendimiento del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente

Los parametros aditivos son: p = media genera; G; = Efecto del i-ésimo genotipo; o; = Efecto del j-ésimo
ambiente; A = Valor propio del componente principal K; a; v j = Valor del componente principal k de
genotipo y localidad

€ ij = Error experimental

Para la representacion grafica del CPI en funcion de un variable se utilizaron las siguientes abreviaciones:
(C)= Genotipo Cachanilla F-2000, (Y)= Genotipo Yécora F-70, (TR)= Genotipo Triguenio F-00, A=
Fertilidad residual- 2007, B= Fertilidad residual+ Fertilizacion comercial-2007, C= Fertilidad residual -2008 y
D= Fertilidad residual+ Fertilizacion comercial -2008.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de varianza combinado

La Interaccién genotipo x Ambiente (IGA), resulté altamente significativa (P<0.01) para las variables
rendimiento de grano, sus componentes y calidad harinera, las cuales fueron evaluadas en cuatro ambientes de
prueba durante dos afios. Estos resultados demuestran que los genotipos tienen un comportamiento desigual
en los diferentes ambientes probados (Cuadro 1). Lopez et al. (2001) evaluaron la adaptacion y rendimiento
de 15 lineas avanzadas de frijol negro, asi como un testigo local en 11 localidades bajo condiciones de riego,
temporal y humedad residual, obteniendo diferencias entre las lineas estudiadas, localidades y para la
interaccion linea por localidad.Estos mismos resultados concuerdan con lo obtenido por Gleenys et al. (2006),
quienes estudiaron la IGA en 16 hibridos experimentales de maiz de grano blanco, en varios ambientes del
estado Yaracuy, Venezuela, en el periodo 2000-2001, logrando detectar diferencias para los efectos
principales de genotipos y ambientes, asi como en la IGA. Asimismo,Balbuena et al. (2008) estudiaron 20
genotipos de Maiz y Trigo para identificar los sobresalientes en rendimiento de grano y componentes de
rendimiento en cuatro ambientes del valle de México, donde la IGA fue significativa para el rendimiento del
grano.Estos mismo resultados coinciden con los obtenidos porZepeda et al. (2009), quienes evaluaron 8
hibridos de maiz adaptados a la regién de Valles Altos Centrales de México, y sus caracteristicas fisicas,
estructurales y calidad del nixtamal—tortilla del grano obteniendo que la IGA fue significativa para la mayoria
de las variables, pero para el rendimiento de tortilla fria un hibrido respondi6 diferente a los ambientes debido
a sus caracteristicas genéticas particulares y por su respuesta en cada afio agricola. Estos mismos autores
también observaron significancia en la IGA al evaluar el indice de floracién del grano en 10 genotipos de
maiz en dos ambientes.

Comparacion de medias entre genotipos

Rendimiento de grano. No se encontraron diferencias (P>0.05) entre el genotipo (C) con respectoa (Y) y (T)
(7721.9, 7600, 7251.3 Kg ha™ respectivamente), ni entre los genotipos (Y) y (TR) (P>0.05) (Cuadro 2).Estos
mismo resultados concuerdan con los obtenidos por Syed et al. (2007), quienes evaluaron el analisis de
estabilidad del trigo en pre y post antesis bajo condiciones de estrés hidrico, los resultados indican que no se
encontraron diferencias significativas entre el genotipo Rawal-87 y Potohar-93.

Rendimiento de paja. Se encontraron diferencias entre el genotipo (C) con respecto a (Y) y (TR) (P<0.05),
mientras que entre el genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias significativas (P>0.05; Cuadro



2).Estos resultados se deben principalmente a que el genotipo (C) es un genotipo de porte alto, es decir,
presentd el rendimiento promedio mas alto de 9848.5 Kg ha™, en el caso de (Y) es un genotipo clasificado
como triple enano (tres genes para enanismo) y present6 un rendimiento promedio menor de 8624.8 Kg ha™,
siendo similar a (TR) (Cuadro 5).

Panza blanca.Se encontraron diferencias (P<0.05) entre el genotipo (C) con respecto a (Y) y (TR), mientras
que entre el genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias (P>0.05) (Cuadro 2). La media mas alta de
panza blanca fue observada en el genotipo (C), mientras que en (Y) y (TR) fue similar (P>0.05) (2.31, 0.85y
0.82 % respectivamente), lo que se puede atribuir a que el genotipo (C) tuvo también un mayor rendimiento
de grano que los demas genotipos, por lo que tiene mayores necesidades de absorcién de nitrégeno por su
porte alto y, por ende, contiene menor contenido de proteina que (Y) y (TR) (11.4, 12.1 y 12.5%
respectivamente). Se ha demostrado que el caracter de panza blanca estd fuertemente asociado con una
disminucion del contenido de proteina en el grano (Robinson et al., 1977; Solis et al., 2001). También se
reconoce que su expresion es debido a factores genético-ambientales (Sivori, 1980; Valenzuela, 1990).

Por otro lado, Sivori (1980) indica que si el tiempo de maduracion de la semilla se prolonga mas alla de lo
normal por efecto de bajas temperaturas y alta humedad relativa, la planta no asimila suficiente nitrégeno, lo
que eleva el contenido de hidratos de carbono y disminuye la proteina.

Peso hectolitrico. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre el genotipo (C) con respecto a
(Y) y (TR), ni tampoco entre (Y) y (TR) (Cuadro 2). El genotipo (C) presentd media similares a (Y) y (TR),
siendo de 80, 80, 79 Kg hL™ respectivamente, lo que significa que los genotipos tienen la capacidad de
absorber la misma cantidad de agua para el llenado del grano. Valenzuela y Martinez (1992) encontraron un
alto grado de asociacion entre el peso de 1000 semillas y el peso hectolitrico, asi también, observaron que el
endospermo aumenta conforme aumenta el peso hectolitrico en diferentes fechas de siembra. Estos mismos
autores encontraron que la disminucion, se debe a las temperaturas méximas (32°C) que se presentan durante
el periodo de floracion-madurez fisioldgica, lo cual repercute en el tamafio y peso de la semilla. Por
consiguiente ellos recomiendan que la mejor época de siembra para producir semilla en donde la calidad sea
menos afectada es durante el mes de diciembre. Es decir, las temperaturas de estas épocas otofio- invierno
muestran condiciones mas favorables para el desarrollo de las variedades de esta region.

indice de cosecha. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre el genotipo (C) con respecto a (Y)
y (TR), mientras que entre genotipo (Y) y (TR) no se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
(Cuadro 2). Estos resultados se deben principalmente a que el genotipo (C) es de porte alto, es decir, tiene
mayor rendimiento de paja (9848.5 Kg ha™) y mayor rendimiento de grano (7721.9 Kg ha™) con un indice de
cosecha de 0.45. Se ha observado que las plantas de trigo desarrollan una estructura de hojas y tallos muy
grande en relacién al rendimiento de grano y que hay un desequilibrio entre el periodo de crecimiento
vegetativo y el de madurez de los granos (Singh y Stoskopf, 1971). Caso contrario para el genotipo (Y) que es
clasificado como triple enano (tres genes para enanismo), su porte es pequefio, es decir, presenta menor
media de rendimiento de paja respecto a (C), 8624.8 Kg ha™, y con indice de cosecha de 0.47, no obstante
tiene un comportamiento similar con (TR) con indice de cosecha de 0.48. Los indices de cosecha con valores
mayores a 0.5 indican una mayor eficiencia de absorcién de nitrégeno para el rendimiento de grano, lo que se
debe principalmente a que las plantas tienen una mayor capacidad fotosintetizadora, con una mayor
distribucion de la asimilacion en los granos y una menor en la paja (hojas y tallos) (Barriga, 1974). Los
indices de cosecha menores a 0.5 indican mayores necesidades de nitrégeno para el rendimiento de grano.
Syme (1970 y 1972) encontré una alta correlacién entre el indice de cosecha y peso seco del grano
(rendimiento).

Proteina en grano. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05), entre el genotipo (TR) con respecto a
(C) y (Y), y entre el genotipo (C) con respecto a (Y) (Cuadro 2). La variedad (TR) presenta mayor porcentaje
de proteina con respecto a (C) y (YY) (12.5, 11.4, 12.1 % respectivamente). En relacién a esta variable, Kramer
(1979) define que la variacion en el contenido de proteina no solo se debe al genotipo, también a la
influencia ambiental (fertilizacién nitrogenada, densidad de siembra, método de siembra, entre otros).

Fuerza de gluten. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre el genotipo (TR) con respecto a
(C) y (Y), mientras que entre el genotipo (C) con respecto a (Y) no encontraron diferencias significativas
(P>0.05) (Cuadro 2). Esto resultados indican que el genotipo (C) presentd menor fuerza de gluten que (Y)y
(TR) (338.8, 367.8 y 436.8 x 10  J respectivamente), y con un porcentaje de proteina de 11.4, 12.1'y 12.5%
respectivamente. Esto se debe a las variaciones en el contenido total de proteina y las variaciones del
contenido de gluten, en consecuencia, por eso a mayor cantidad y calidad de proteina mayor sera la fuerza
del gluten, siendo un parametro de calidad importante para la comercializacion (Mohan y Martino, 1997).
Modelo AMMI para rendimiento de granoy sus componentes
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Los materiales experimentales (C), (Y) y (TR) son formados en ocasiones en ambientes muy particulares,
que requieren probarse bajo las diferentes condiciones de manejo que prevalecen en una region antes de ser
liberados para su explotacion comercial, asi como la seleccién de aquellos que muestren un mayor potencial
de rendimiento y calidad bajo esas condiciones. Es necesario demostrar la estabilidad de produccion de estas
variedades en diferentes ambientes de prueba. Efectos significativos para IGA justifican la continuidad del
analisis para determinar su interaccion en el comportamiento de las diferentes variedades a través de
ambientes.

En base a lo anterior, una de las metodologias mas utilizadas actualmente para medir la estabilidad es el
modelo AMMI se discute a continuacion.

El analisis de varianza para el modelo AMMI de las variables estudiadas se presentan en los cuadros 3 y 4, en
estos se observa los resultados de la IGA, para RG el cual fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se
pueden observar en el biplot de la figura 1. En ésta, el primer componente explica el 99.33 % de la varianza
total y el segundo componente mostré el 0.67%, se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con
circulos de color amarillo, lo que representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los
genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor
adaptacion especifica a los ambientes del sector correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el
ambiente C y D donde se destaca el genotipo (Y), en el sector izquierdo los ambientes en los que se
encuentran C y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado; en el sector inferior se ubica el ambiente D y
A con el genotipo (C) como el mas adaptado. Asi, los genotipos més estables son los que se encuentran mas
cercanos al origen, y al alejarse de éste su comportamiento es mas variable. EI genotipo mas estable fue (C)
en el ambiente D. Respecto a los componentes principales, se puede observar que (Y) y (TR) se encuentra en
posicién opuesta en relacién con el CP2.

Para RP, la IGA fue significativa (P>0.05). Esta interaccion se puede observar en el biplot de la figura 2.
En ésta el primer componente representd el 70.94% de la varianza total y el segundo componente representd
el 29.06%; se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que
representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y éstos
se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacién especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A donde se destaca el genotipo (TR), en el
sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran C y D con el genotipo (C) como el més adaptado; en
el sector inferior se ubica el ambiente B y D con el genotipo (Y) como el mas adaptado. El genotipo méas
estable fue (Y) en el ambiente B. Respecto a los componentes principales, se puede observar que (Y) y (TR)
se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CPI; (TR) y (C) tuvieron comportamiento similar con
referencia a CP1.

Para PB la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se aprecian en el biplot de la figura 3. En ésta
el primer componente representd el 88.3% de la varianza total y el segundo componente el 11.69%; se
diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que representa a un
ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran con
circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector correspondiente.
Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A donde se destaca el genotipo (C), en el sector izquierdo los
ambientes en los que se encuentran C y D con el genotipo (TR) como el mas adaptado; en el sector inferior
se ubica el ambiente B con el genotipo (YY) como el méas adaptado. Asi los genotipos mas estables son los que
se encuentran mas cercanos al origen, y al alejarse de éste su comportamiento es mas variables. EIl genotipo
maés estable fue (YY) en el ambiente B. Respecto a los componentes principales, se puede observar que (Y) y
(C) se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CP2; (TR) y (C) tuvieron comportamiento similar con
referencia a CP1.

ParaPH la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden observar en el biplot de la figura 4. En
ésta el primer componente represent6 el 99.65% de la varianza total y el segundo componente represento el
0.35%; se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que representa
a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y éstos se muestran
con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente C donde se destaca el genotipo (YY) como el
maés adaptado, en el sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran A 'y B con el genotipo (C) como
el més adaptado; en el sector inferior se ubica el ambiente C con el genotipo (C) como el mas adaptado. Asi
los genotipos més estables son los que se encuentran mas cercanos al origen, y al alejarse de éste su
comportamiento es mas variables. Los genotipo mas estable fue (Y) y TR en el ambiente C. Respecto a los



componentes principales, se puede observar que (Y) y (TR) se encuentra en posicién opuesta en relacion con
el CPI, tuvieron un comportamiento similar.

Para IC la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden observar en el biplot de la figura 5.
En ésta el primer componente representé el 77.11% de la varianza total y el segundo componente representd
el 22.89%; se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que
representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccion y éstos
se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A y D donde se destaca el genotipo (C), en el
sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran A y B con el genotipo (TR) como el méas adaptado.
Los genotipo mas estable fueron (), (C) y (TR) en el ambiente C, A y B respectivamente. Respecto a los
componentes principales, se puede observar que (Y) se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CP2;
(TR) y (C) tuvieron comportamiento similar con referencia a CP2.

Para PG la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden observar en el biplot de la figura 6.
En ésta el primer componente representd el 99.5% de la varianza total y el segundo componente representd
el 0.5%; se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que representa
a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccién y éstos se muestran
con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacién especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente A donde se destaca el genotipo (), en el
sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran A 'y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado;
en el sector inferior se ubica el ambiente C con el genotipo (C) como el mas adaptado. Asi los genotipos mas
estables son los que se encuentran mas cercanos al origen, y al alejarse de éste su comportamiento es mas
variables. El genotipo mas estable fue (Y) en el ambiente A. Respecto a los componentes principales, se
puede observar que (Y) y (TR) se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CPI; (Y) y (C) tuvieron
comportamiento similar con referencia a CP2.

Para W la IGA fue significativo (P<0.05). Estas diferencias se pueden observar en el biplot de la figura 7.
En ésta el primer componente representd el 99.26% de la varianza total y el segundo componente representd
el 4.73%; se diferencian cuatro sectores delimitados por lineas con circulos de color amarillo, lo que
representa a un ambiente. En los vértices del poligono se ubican los genotipos con mayor interaccién y éstos
se muestran con circulos de color negro, por lo tanto, mayor adaptacion especifica a los ambientes del sector
correspondiente. Asi, en el sector superior se ubica el ambiente C donde se destaca el genotipo (C), en el
sector izquierdo los ambientes en los que se encuentran A y B con el genotipo (TR) como el mas adaptado;
en el sector inferior se ubica el ambiente A con el genotipo (Y) como el mas adaptado. El genotipo més
estable fue (Y) en el ambiente A. Respecto a los componentes principales, se puede observar que (C) y (TR)
se encuentra en posicion opuesta en relacion con el CP2; (Y) y (TR) tuvieron comportamiento similar con
referencia a CP2.

CONCLUSIONES

La interaccién Genotipo x Ambiente resultd altamente significativa para las variables rendimiento de grano,
sus componentes y calidad harinera evaluadas en cuatro ambientes. En el rendimiento de grano y peso
hectolitrico no se encontraron diferencias entre los genotipos (C) con respecto a (Y) y (TR) (7721.9, 7600,
7251.3 Kg hay 80, 80, 79 Kg hL*, respectivamente), ni entre los genotipos (Y) y (TR).En el rendimiento de
paja y panza blanca, el genotipo (C) tuvo mayor rendimiento y porcentaje de panza blanca (9848.5 Kg ha™y
2.31%, respectivamente) con respecto a (Y) y (TR), mientras que los genotipos (Y) y (TR) fueron similares
(8624.8 Kg ha™ y 0.85%:; 8463.8 Kg ha™y 0.82%, respectivamente). El indice de cosecha fue menor en el
genotipo (C) (0.45) con respecto a (Y) y (TR), mientras que los genotipos (Y) y (TR) fueron similares para
esta variable (0.4, 0.48, respectivamente). El genotipo (TR) presenté mayor porcentaje de proteina en grano y
fuerza de gluten (12.5% y 436.8 x 10*J) con respecto a (Y) y (C). Ademas, (Y) fue mayor a (C) (12.1% y
367.8 x 10™J; 11.4% y 338.8 x 10 J, respectivamente). Con el modelo de AMMI, los genotipos (C),
(Y) y (TR) no resulté ser mas efectivo para caracterizar la respuesta de los genotipos. No todas las variables
de rendimiento de grano, sus componentes y fuerza de gluten pudieron ser evaluadas con el mismo modelo.
Por lo tanto, en base a estas diferencias es necesario evaluar otros modelos que proporcionen mayor
informacion tales como la metodologia de la varianza de estabilidad de Shukla, Lin y Binns, regresion de
Finlay y Wilkinson, indices de Eskridge, entre otros.
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Cuadro 1. Cuadrados medios del analisis combinado para trigos de gluten fuerte evaluados en cuatro

ambientes para rendimiento, sus componentesy calidad harinera.

Fuente

W
Joules

Genotipo
Ambiente

CV (%)

R2

26327329.4* 6699574.7*
* *

10969.3**

9.07

0.78

*Significativo (P= 0.01); **Altamente significativo (P= 0.0001); C.V.=Coeficiente de variacion;
R?=Coeficiente de determinacion; RG=Rendimiento de grano; RP=Rendimiento de paja; PB=
Panza blanca; PH= Peso hectolitrico; IC= Indice de cosecha; PG= Proteina en grano; W=Fuerza de



Cuadro 2. Comparacién de medias para rendimiento de grano, sus componentes y calidad en tres genotipos de trigo de gluten fuerte durante
los afios 2007 y 2008.

Genotipos Contrastes y valor de P
Variables de estudio © (YY) (TR) (C) vs (Y)HTR) Y)vs (TR) DE
RG 7721.9 7600.0 7251.3 0.25 0.25 837.64
RP 9848.5 9848.5 9848.5 <0.01 0.53 711.07
PB 2.31 0.85 0.82 0.05 0.96 0.77
PH 80 80 79 0.58 0.34 0.37
IC 0.45 0.47 0.48 0.04 0.91 0.036
PG 11.4 12.11 125 <0.01 <0.01 0.05
W 338.8 367.8 436.8 0.87 <0.01 34.56

(C)= Cachanilla F-2000; ()= Yécora F-70; (TR)= Triguenio F-00; RG=Rendimiento de grano Kg ha™; DE= Desviacion estandar
RP= Rendimiento de paja Kg ha™; PB= Panza blanca (%); PH= Peso hectolitrico Kg hL™; IC= indice de cosecha; PG= Proteina en grano
(%); W= Fuerza de gluten x 10™ J; Contrastes: (C) vs (Y)+(TR)= Cachanilla F-2000 contra Yécora F-70+ Triguenio F-00; (Y) vs (TR)=

Yécora F-70 contra Triguenio-F00.



Cuadro 3. Andlisis de varianza AMMI en trigos de gluten fuerte bajo fertilidad residual y complementaria durante los ciclos 2007 y 2008.

Fuente | epr:Otre;?]i Rendimiento de paja Peso hectolitrico Rendimiento en grano
g g Kg ha Kg hL™ %
sC CM %  sC Y %  SC CM %  sC Y %

738942608. 13659.1 593.87* 297703264.5  12943620.19

Modelo B e 00283 — o 3212793951 : 5 . I B

Repeticiones |12 o uur ooz - 198940649 16578388 1343.92 111.99° _ 084789167  820657.64"

Ambientes (A) |3 0778 009" _  [1099909L  ZSOTRAIEL o gggppp HMTSS o ZITBBBS gorers1zt

Variedad (G) |2 01930 00065” _ o000 giszizona” | 210000 (% | 16787017 83030.58™

GXA 6 03364 00561" _ 825517095 1375861.82 658403 9973 1030205417 1717159.03°

Error 24 00650 00027 _ 14812193 61717471 335521 139.80 _ 1028003333 67833472  _
753754801, 170143 313983297.9

Total 47 07174 > . >

Términos AMMI

XA 6 0334 00561" _  8255170.95 1375861.82° 658403 09734 1030205417 1717150.08° _

cp1 4 03349 00837" 99.5 585619194  1464047.99* 10'9 561 104025 29'6 1020403590  255100897°  99.03

o 2 000156 000778 05 2398979.02 11904895™ 20 2303  1125" 035 9891827 49459.13°  0.97

SM, g, CM, %, CP1, CP2

=Suma de cuadrados, Grados de libertad, Cuadrados medios,

Porcentaje: Componente principal 1, Componente principal 2,
respectivamente.*Significativo (P= 0.01), **Altamente significativo (P= 0.0001), ns=no significativa



Cuadro 4. Andlisis de varianza AMMI en trigos de gluten fuerte bajo fertilidad residual y complementaria durante los ciclos 2007 y 2008.

Fuerza de gluten

Fuente al Panza Blanca indice de cosecha
Joules

sC CM %  sC Y %  SC Y %
Modelo 23 7254 315 01026 0.0044% 350225-0 653152
Repeticiones 12 19.7053 1.64217 0.01072 0.0009"™ 29562.83 2463.57°
Ambientes (A) 3 452308 0421 0049 0.0217%* 1606250 535417
Variedad (G) 2 22562 Mx (0055 0.0027™ 5580304 4/0%6:52
G XA 6 46161 0.7693" 0.0214 0.0036" 4870663 ST
Error 24 411 0178 0.0334 0.0013 2545967 106082
Total 47 76.65 0.1361 %75684'6
G XA 6 46161  0.7693 0.0214 0.0036" - 48706.63 8117.77  _
cp1 4 4022 10131% 5°° 0,065 0.0041" 71 4630920 1150082 3%
o 2 0532 02681" 0 0.0049 0.0024™ 228 230733 115367 474

SM, gl, CM, %, ACP1, ACP2 =Suma de cuadrados, Grados de libertad, Cuadrados medios, Porcentaje de
Componente principal 1, Componente principal 2, respectivamente.*Significativo (P= 0.01),

**Altamente significativo (P= 0.0001), ns=no significativa
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Figura 1. Representacion grafica de la asociacién de los genotipos con los ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes principales
del analisis AMMI de rendimiento de grano evaluados en cuatro ambientes.
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Figura 2. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes principales
del andlisis AMMI de rendimiento de paja evaluados en cuatro ambientes.
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Figura 6. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares respecto a los dos primeros ejes de componentes principales
del andlisis AMMI de panza blanca evaluados en cuatro ambientes.
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Figura 4. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares
respecto a los dos primeros ejes de componentes principales del analisis AMMI de peso hectolitrico
evaluados en cuatro ambientes.
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Figura 5. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares
respecto a los dos primeros ejes de componentes principales del analisis AMMI de indice de cosecha
evaluados en cuatro ambientes.



10,

05: \

P 2 (O 5%)
P
o>

<
t.n

b2

A0 08 0

Figura 6. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares

respecto a los dos primeros ejes de componentes principales del analisis AMMI de proteina en grano
evaluados en cuatro ambientes.
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Figura 7. Representacion grafica de la asociacion de los genotipos con los ambientes particulares
respecto a los dos primeros ejes de componentes principales del analisis AMMI de fuerza de gluten
evaluados en cuatro ambientes.
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Abstract

Triticum aestivum L. is a primary target for the application of genetic
engineering in order to improve agronomic characteristics. Biolistics is based on
the particle gene-gun transfer system, in which naked DNA is physically
introduced into cells by microprojectie bombardment. The biolistic
transformation efficiency of cereals has ranged from 0.15% to 0.5%. One of the
most responsive materials be transformable are the sister lines of the ‘Bobwhite’
family. This genotype dependence is also evident in the development of
alternative methods for wheat transformation, such as direct gene transfer to
protoplasts. There are some bombardment parameters that have been
examined in rice and wheat, such as the optimization of DNA, gun pressure,
target distance, number of bombardments, and the usage of a focusing nozzle.
Preliminary studies have found that elite wheat varieties are more susceptible to
bombardment damage resulting in poor tissue culture response and inefficient
transgenic plants recovery. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the optimum gun pressure and target distance applied during the
bombardment process to maximize transgenic B-glucuronidase (GUS)
expression in wheat. The results showed that the best transient expression of
the GUS gene was achieved at the maximum target distance (7.5 cm) and at
the middle pressure level (1100 psi). These results can be useful in order to
increase the probabilities of insertion and expression of genes during wheat
genetic manipulation. As a result, using this protocol, gold particle losses can
be minimized as well as tissue damage for future applications of embryo

bombardment.



keywords: Biolistic bombardment; cell wall; immature embryo; particle gene-gun

transfer.

Abbreviations: MDEs-Microspore derived embryos, ScBv- Stands for sugarcane
bacilliform virus, ADH |- Stands for Alcohol dehydrogenase |, ADN-
Deoxyribonucleic acid, MS- Murashige and Skoog, CuSOQO4-5 H,0O - Copper

sulfate pentahydrate NaOH- Sodium hydroxide, CaCl,- Calcium chloride.

1. Introduction

Microspores of wheat can be induced to develop into somatic embryos
through anther or microspore culture, producing either haploid or spontaneous
doubled-haploid (dihaploid) plants. Spontaneous doubled-haploids are fertile
and homozygous, allowing their exploitation into plant breeding programs
without further treatment [1]. Haploid plants can also be utilized in breeding
programs following exposure to a chromosome doubling agent, such as
colchicine, to create fertile doubled-haploids. The in vitro production of haploid
plants eliminates the need for selfing of hybrids over several generations to
produce pure lines, permitting rapid phenotypic analysis and acceleration of
breeding programs. Bombardment of microspore derived embryos (MDES)
integrates transformation procedures and haploid plant production. Since the
production of chimeric plants could occur following the germination of
bombarded MDEs, the preferred method would incorporate an intervening
callus induction stage, as with immature embryo transformation systems
[2,3,4], leading to the development of somatic embryos from transformed cells.

Thus, the present study was designed to evaluate the optimum pressure and



distance applied during embryogenic wheat tissue bombardment to maximize (-

glucuronidase (GUS) gene expression.

2. Methods
2.1 Plant material and seed surface sterilization

Bobwhite 56 wheat (Triticum aestivum L.) plants were grown in a
greenhouse under controlled conditions with a 16 hour photoperiod, day
temperatures of 24-28°C, and night temperatures of 15-18°C.Routine pesticide
and fertilizing treatments were applied to the donor plants. Immature seeds
were harvested 5-10 days post anthesis and 0.5-1.5 mm long immature
embryos were immediately dissected from the seeds as per the protocol outline
in [5]. Directly prior to embryo isolation the seeds were sterilized by washing for
15 min at room temperature in a solution of 15% sodium hypochlorite containing
0.1% Tween 80 (Merck), and then rinsed five times with sterile water as per

protocols previously described [6,7,8].

2.2 Rupture disc and macrocarrier sterilization and tissue culture media

Rupture discs and macrocarrier holders were sterilized by dipping into a 100%
ethanol solution and dried on a sterile petri plate [9]. The basic nutrient media
was formulated according to [10], with the following modifications: 500 mL of
distilled water, 4.32 g of MS salt [11] containing 150 mg of L. asparagine, 40 mg
of thiamine, 150 g of maltose, 1 mL of 5mM CuSQO4-5 H,0. Then, distilled water
was added to complete a final volume of 700 mL and the pH was adjusted to

5.8 with NaOH prior to autoclaving for 30 min. Media was filtered through a



nylon membrane filter (0.45 um) into a 1 L bottle containing 300 ml of

autoclaved phytagel (2 g) solution.

2.3 Microprojectile sterilization and DNA bombardment

Gold microcarriers (0.6 ym) (BioRad, Hercules, CA) were sterilized with 1
mL of a 70% ethanol solution per 5 mg of gold in a 1.5 mL microcentrifuge tube
for 15 min during which the suspension was continuously vortex to promote
homogeneous particle suspension. Following suspension the particles were
centrifuged for 5 seconds to collect and the supernatant was discarded. The
ethanol washing step was repeated three times and then gold particles were
suspended in 0.5 mL of 70% ethanol solution as previously described [5]. The
pScBV-3m plasmid vector containing the bacterial B-glucuronidase (GUS) gene,
under the control of the ScBV promoter driving the expression of a coding
region containing the maize ADH intron | and GUS , was kindly provided by Neil

Olszewski (Department of Plant Biology, University of Minnesota).

2.4 DNA precipitation on microprojectile, culture of immature embryos and 2.5
Microprojectile-DNA bombardment of embryos and histochemical GUS
detection

The gold stock suspension was subjected to an ultrasonic bath for 10
sec, and then vortex for 13 sec. Precipitation reactions were prepared in 2 mL
sterile tubes. Each bombardment consisted of 8.33 pL gold microprojectiles,
8.33 uL 2.5M CacCl,, 8.33 pL 0.1M spermidine-free base, 0.5 yL DNA (0.5 ug).
After 5 min of continuous vortexing, the DNA coated microprojectiles were

allowed to precipitate for 1 min on ice. The supernatant was discarded and 20



pML 70% ethanol was added. The microprojectiles were suspended by mixing in
the pipette tip approximately 50 times followed by a 5 sec centrifugation. The
suspension procedure was repeated and the microprojectiles were finally
suspended in 15 pyL of 100% ethanol. The microprojectiles were then pipetted
onto a macrocarrier [5, 7] (Figure 2).  Embryos (1-1.5 mm) were dissected
out of developing seeds from seven day post-flowering heads in a laminar flow
hood, and placed onto the center of a 35 mm diameter Petri plate containing
culture media. The target distance was defined as the distance between the
outlet of the focusing nozzle , and the target plate [7,12,13,14].There were
three different distances: 1) Between 65 and 87 embryos were placed in the
center (6.8-7.5 cm target circle) for a target distance of 1.5 cm; 2) 120 embryos
were placed in the center (8.8-9.5 cm target circle) for a target distance of 4.5
cm; 3) 115 embryos were placed in the center (12 cm target circle) for a target
distance of 7.5 cm. The embryos were incubated on tissue culture media at
25°C in the dark for one day before bombardment.

Each bombardment consisted of, 10 uL of DNA-coated microprojectiles
in ethanol placed into the middle region of macrocarriers (Figure 2) and allowed
to dry. Prepared macrocarriers were kept in a sterile Petri dish. Bombardments
were conducted at the described target distances (1.5, 4.5 and 7.5 cm) under
vacuum using a PDS 1000/He microprojectile gun (Bio-Rad), with rupture discs
at three different He pressure levels (650, 1100, and 1800 psi), each treatment
was replicated twice. To increase the efficiency of the gene gun bombardment a
focusing nozzle with a diameter of 7 mm and a length of 58 mm was used, as
described by [14]. GUS expression was analyzed at two days post-

bombardment by immersion into a filtered-sterilized histo-chemical staining



buffer (50mM NaH; PO4 pH 7.2, 0.5% Triton X-100, 1mM 5-bromo-4-chloro-3
indolyl-B-D-glucuronide) as chromogenic substrate [15]. A partial vacuum (27
inches Hg) was applied for 25 min to infiltration of substrate into cells. The
immersed embryos were incubated overnight at 37°C with agitation. The
staining solution was removed and replaced with 70% ethanol until GUS
expression was observed using a dissecting microscope. GUS activity was
guantified by the number of blue spots per bombarded embryo. The
guantification of the number of spots was determined by the observation of well
defined spots defined as the number of spots without cellular damage.
2.5 Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using analysis of variance (ANOVA)
with a completely randomized design in a factorial arrangement design 3x2. The
factors considered were bombardment pressure (650, 1100, and 1800 psi) and
the target distance between the stopping screen and the target plate (1.5, 4.5,
and 7.5 cm). The dependent variable was the ratio of blue spots per bombarded
embryos. Comparisons among means were detected using Duncan’s Multiple
Range test and a difference was considered significant at a P-value of 0.05.
The analysis was performed using Proc GLM from SAS [16].
3. Results

The statistical analysis resulted in a significant interaction (P<0.01)
between pressure and distance, that is, the number of spots per embryo was a
function of pressure, showing a different pattern for every distance tested (Table
1, Figure 3). The average number of well defined spots found in every embryo
(transient expression) which it is shown in Table 1. This average represented a

total of three replicates. The coefficients of variation and determination were



26.8 and 0.91 % respectively. The results show that the best response was
observed at a distance of 7.5 cm and 1100 psi of pressure. This means that at
this distance and pressure, the cellular damage was diminished and that the
expression of B-glucuronidase (GUS) gene was maximized (Figure 3). On the
other hand, the lowest response was obtained with a combination of pressure
and distance of 650 psi and 7.5 cm (Table 1). This response is associated with
a higher cellular damage. Distance of 4.5 cm at pressures of 1800 and 650 psi
had also good results regarding cellular damage. In addition, pressure of 1800
psi at distances of 1.5 and 7.5 cm had severe cellular damage. Figure 1 shows
the trend of treatment combination across the experiment.

The patterns found at 7.5 cm could be the result of a balance between
the gold particle acceleration needed for DNA injection when the particle
reaches the embryo surface; and the maximum pressure that the embryo can
withstand before tissue damage, which is seen as a big blue spot without a
defined shape. However, the pattern shown by the number of spots found at
4.5 cm cannot be explained in the latter terms. Beyond a certain target
distance, the DNA adhered to gene is not inserted into the embryo. Other
research found that the spots were well defined and isolated at a pressure of
1100 psi and a target distance of 0.5 cm [5]. This result agrees with those found
in the present study, even though there were some differences between both
studies in the concentrations of calcium chloride and spermidine used (0.16 M
calcium chloride, 0.005 M spermidine in the present study vs 0.5 M, 0.008 M).
The maximum number of total spots obtained at optimum conditions was of 248
spots, which is higher than the 180 spots [5] (Table 1). This difference can be

explained in terms of the size of the area covered by gold particles during



bombardment, which is proportional to target distance. These results also
suggest that an increase in the target distance/area did not sacrifice the total
number of well defined spots, having in mind that the total mass of gold in every
shot was the same in both studies. The conditions for DNA precipitation on
micro-projectile were identical in both protocols.Other study[7] shown that the
combination of gap and target plate (circle) distance which yielded the optimum
(GUS) gene expression were 2.5 and 5.5 cm. They also found that an adequate
transient expression was obtained with lower levels of bombardment pressure
(650-1100 psi), which is in accordance with the maximum pressure to minimize
tissue damage of 1100 psi obtained in this study.

4. Discussion

Wheat (Triticum aestivum L.) is a primary target for the application of genetic
engineering in order to improve agronomic characteristics. Microprojectile or
biolistic bombardment is currently the most widely applied technique for
transferring genes to some Agrobacterium transformation recalcitrant species.
Biolistics is based on the particle gene-gun transfer system, in which naked
DNA is physically introduced into cells by microprojectile bombardment. This
process involves high-velocity acceleration of gold microprojectiles carrying
foreign DNA, penetration through the cell wall and membrane by
microprojectiles, and DNA delivery into plant cells. The biolistic transformation
efficiency of cereals has ranged from 0.15% to 0.5%. Recent studies have
demonstrated consistent results using freshly initiated immature embryo-derived
callus cultures. One of the most responsive materials reported to be
transformable by several laboratories are the sister lines of the ‘Bobwhite’

family. This genotype dependence is also evident in the development of



alternative methods for wheat transformation, such as direct gene transfer to
protoplasts.

There are some bombardment parameters that have been examined by
different scientists in rice and wheat, such as the optimization of DNA, gun
pressure, target distance, number of bombardments, amount of gold, gap
distance, and the usage of a focusing nozzle. Preliminary studies have found
that elite wheat varieties are more susceptible to bombardment damage
resulting in poor tissue culture response and inefficient transgenic plants
recovery.

The results obtained in this study show concordance with some previous
studies [17]; regarding the maximization of transgenic B-glucuronidase (GUS)
expression in wheat, by means of gun pressure and target distance evaluation.
The effectiveness of DNA carrying microprojectiles penetration into the target
tissue is essential for successful gene delivery. Shooting distance and rupture
disc pressure effects observed in the present study are likely to reflect the
relative velocity of the microprojectiles when they reach the surface of the

explants.

In some plant transformation systems, successful microprojectile-
mediated gene delivery has also been attributed to the osmoticum of the culture
medium on which the explants are bombarded or maintained post-
bombardment [17,18,19]. It has been suggested that the osmoticum induces
cell plasmolysis and that the reduced turgor of plasmolysed cells prevents
leakage of their protoplasm when cell walls are perforated by the

microprojectiles. A comparison was made of the effect of the three osmotica,



myo-inositol, sorbitol with mannitol, and sucrose, in the embryo proliferation
(EP) medium on which explants were maintained for either 24 h post-
bombardment, or for 4 h prior to bombardment and for 24 h postbombardment.
Supplementing EP medium by the addition of 0£25 m myo-inositol more than
doubled GUS expression 48 h post-bombardment [20]. Preconditioning target
explants on medium containing myo-inositol for 4 h before bombardment and
for 24 h post-bombardment produced a greater increase in gene expression
than when the osmoticum was applied for only 24 h post-bombardment [20]. In
order to maximize transformation, all subsequent bombardments were
undertaken using 9000 kPa rupture discs with a firing distance of 70 mm;
explants were maintained on EP medium supplemented with 0+25 m
myoinositol for 4 h prior to bombardment and for 24 h postbombardment.

Furthermore, the present study show agreement with results obtained in
transgenic watermelon plants, regarding the minimization of cellular damage
upon distance and pressure optimization [21]. Those experiments were carried
out with DNA-coated gold particles to transform cotyledon sections including
axillary meristem of Citrullus vulgaris, using the biolistic method in order to
optimize the transformation parameters and eventually achieve the regeneration
of putative transgenic watermelon plants.

Initially, five biolistic parameters namely helium pressure, macrocarrier to
target tissue distance, explants ages, DNA concentrations and osmotic
treatment were optimized using plasmid pRQ6 (carrying both gusA and hpt
genes) [21]. The optimized biolistic parameters for cotyledon sections of
Citrullus vulgaris explants were determined as follows: 1100 psi helium

pressure, 6 cm target distance, 4-day-old explants, concentration of DNA at 1.2



pug/bombardment and osmotic treatment for 24 h on medium supplemented with
0.6 M mannitol prior to bombardment. [21] Using the optimized parameters,
transformation of watermelon cotyledons was carried out using pAHGL11,
pCAMBIA 1301, co-transformation (pAHG11+pCAMBIA 1301) and pCambar
plasmids. Bombarded tissues were selected on either 5 mg L-1 hygromycin or 2
mg L-1 PPT. Finally, the transformants produced were subjected to GUS

histochemical assay [21].

Based on the results, a protocol based on the bombardment of embryos
with gold particles, which had the gene of interest adhered to its surface, was
performed. The best transient expression of the GUS gene was achieved at the
maximum target distance (7.5 cm) and at the middle pressure level (1100 psi).
These results can be useful in order to increase the probabilities of insertion
and expression of genes during wheat genetic manipulation. As a result, using
this protocol, gold particle losses can be minimized as well as tissue damage for
future applications of embryo bombardment.
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