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Resumen

En el presente documento se describen las actividades realizadas en el Ejercicio Profesional
Supervisado —EPS- durante el periodo de febrero a noviembre del 2016 en el Centro de
Investigacion de Cultivos —CIC- de Syngenta R&D, ubicado en la cabecera departamental de Jalapa,
como requisito previo a optar al titulo de Ingeniero Agronomo en Sistemas de Produccién Agricola.

El documento consta de tres partes, el diagndstico, investigacion y servicios.

El primer capitulo consta del diagndstico, comenzando con las generalidades del lugar tales como su

estructura organizacional, ubicacion e infraestructura.

En el diagnostico se describen las generalidades del Centro de Investigacion de Cultivos de
Syngenta R&D, asi como las areas de manejo agronémico de plantas y el area de induccién de
haploidia. Para obtener la informacidn se realizaron recorridos en las instalaciones acompafnado de
la persona a cargo del area y realizando consultas directas. En esta parte se detallan las principales
actividades de las areas mencionadas anteriormente, ademas se proponen algunos puntos de

mejora para las areas, basados en la recoleccion y descripcion y analisis de las actividades.

En el segundo capitulo se presenta la investigacion realizada con el objetivo de evaluar dos
protectores del efecto herbicida o safeners, (ciprosulfamida y protector 5305287) contra el efecto de
la colchicina, utilizado como inductor de doble haploidia en tres materiales de maiz, en fase de

laboratorio e incremento de dobles haploides.

Se utilizé un disefio de bloques al azar con tres repeticiones y arreglo en parcelas divididas,
distribuyendo en las parcelas grandes los tres materiales de maiz y en las parcelas pequefias fueron
aleatorizados los tratamientos (combinacion de las moléculas protectoras contra el efecto herbicida

con sus respectivas dosis).

Los resultados de las variables (Porcentaje de sobrevivencia en el area de aclimatacion, altura de
plantas en el area de aclimatacion, altura de plantas en fase de incremento de dobles haploides,
produccion de mazorcas por unidad experimental) fueron sometidos a un andlisis de varianza en el

cual se demostro que no existe diferencia significativa entre los tratamientos.

Con base a los resultados se concluy6 que los protectores del efecto herbicida utilizados para esta

evaluacion en las respectivas dosis no tuvieron ningun efecto en las variables evaluadas.
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En el tercer capitulo, se presentan los servicios realizados simultaneamente con el proyecto de
investigacion. Los servicios presentados son parte del programa del Centro de Investigacion de

Cultivos para mejorar la eficiencia de produccion de dobles haploides.

El primer servicio fue la evaluacion de aplicacion del producto Tsunami® cuyo ingrediente activo es
una mezcla de acido acético, acido paracético y peroxido de hidrégeno, este se aplicé después del
tratamiento de colchicina en embriones de maiz y como este impacta en la produccién de mazorcas
de maiz doble haploides, este producto se utiliza como parte del plan profilactico del laboratorio.
Utilizando un disefio de bloques al azar, considerando en el factor A los diez materiales de maiz y en
el factor B, dos tratamientos (Tratamiento 1. Enjuague con Tsunami®, Tratamiento 2: Enjuague sin
Tsunami®). Con esta evaluacién se determindé que la aplicacién de Tsunami ® no tiene ningun

impacto negativo en la produccion de semillas dobles haploides.

El segundo servicio fue la evaluacion del nimero de dias de aclimatacién para las plantas doble
haploides generadas en el laboratorio, considerando las categorias de las plantas como un factor
adicional. Se utilizd un disefio de bloques al azar con siete repeticiones y arreglo en parcelas
divididas, tomando en cuenta el factor A como el nimero de dias de aclimatacion y el factor B las
categorias de las plantas seleccionadas segun su tamafio. En esta evaluacion se determiné
estadisticamente que las plantas provenientes del laboratorio pueden pasar de quince a veinte dias
en el area de aclimatacion para no reducir la produccion de mazorcas doble haploides, también se

determiné que las plantas categoria tres producen mas semilla doble haploide por planta.
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DIAGNOSTICO DE LAS AREAS DE MANEJO
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R&D, JALAPA, JALAPA



1.1. PRESENTACION

El presente documento consiste en el diagndstico de las areas de manejo
agronomico (Agronomy) y el area de induccion de haploidia del Centro de
Investigacion de Cultivos de Syngenta R&D, ubicada en el departamento de

Jalapa, Jalapa, Guatemala.

El Centro de Investigacion de Cultivos (CIC) de Syngenta R&D se dedica a la
produccion maiz doble haploide de maiz como parte del proyecto de desarrollo de
nuevos materiales de maiz para Syngenta a nivel mundial, ademas del maiz hay

otros cultivos como tomate, chile pimiento, soya entre otros vegetales. .

El Centro de Investigacion de Cultivos (CIC) cuenta con dos areas generales, por
un lado se encuentra el area de administracion de recursos, area encargada del
reclutamiento de personal, compras de insumos almacenamiento de materiales y
equipo, control de costos, seguridad integral del personal, compras de insumos,

etc.

Por otro lado se encuentra la linea de administracion de evaluacion biologica, este
departamento se encarga de la produccion de semilla doble haploide que es parte
del proceso de desarrollo de nuevos materiales comerciales, esta linea consta de
seis departamentos: direccion de campos de maiz, administracion de laboratorio,

logistica y embarque, vegetales, procesamiento de semillas y manejo agronémico.

Dentro de estos departamentos se realizé el diagndstico de dos areas, la primera
el area de direccion de campos de maiz y dentro de este un sub-departamento el
area de induccion de haploidia y por otro lado el departamento de manejo

agronoémico.

Como resultado del diagndstico se obtuvo el organigrama general del Centro de
Investigacion de Cultivos y se describieron las principales actividades del area de
manejo agrondmico y el area de induccién de haploidia, dentro de cada area se

hicieron entrevistas con personal de cada area diagnosticada.



1.2. MARCO REFERENCIAL
1.2.1. Ubicacién geogréfica

El Centro de Investigacion de Cultivos (CIC), esta ubicado a 5 km del municipio de
Jalapa, cabecera departamental de Jalapa, departamento de la region oriental de
la Republica de Guatemala, dentro de las coordenadas 14°35'42.38” latitud Norte
y 89°57°56.75” longitud Oeste a 1356 m sobre el nivel del mar.

Fuente: Google Earth, 2016

Figura 1. Vista satelital del Centro de Investigacién de Cultivos de Syngenta R&D

1.2.2. Vias de acceso

La ruta de acceso mas utilizada hacia el CIC desde la ciudad capital, abarca las
carreteras, Jacobo Arbenz Guzméan, CA-9 N y CA-19, a una distancia de 102 km

de la ciudad de Guatemala.



1.2.3. Infraestructura y tecnologia

El CIC tiene una extension de 41.04 ha con 14.34 ha bajo cubierta, el equivalente
al 35 % del area total. Esta area incluye oficinas, almacenes, bodegas,

invernaderos y otras instalaciones para la produccion de maiz (Bolafios, 2014).



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Conocer y describir las generalidades del Centro de Investigacién de Cultivos de
Syngenta R&D y las areas de manejo agrondmico de plantas y el area de

induccién de haploidia en el cultivo de maiz.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Describir las generalidades y organigrama del Centro de Investigacién de
Cultivos de Syngenta R&D.

2. Conocer las principales actividades que realiza el area de manejo agronémico.

3. Conocer las principales actividades que se realizan en el area de induccion de

haploidia en el cultivo de maiz.



1.4.METODOLOGIA
1.4.1. Recopilacién de informacion primaria

La recopilacion de la informacion de las fuentes primarias consistié en una serie
de actividades que incluyeron, la observacion, entrevistas con el personal de
campo (supervisoras, operarias, trabajadoras y encargados de campo) de las
areas diagnosticadas, recopilado de datos in situ sobre las aplicaciones de
fertilizantes, el muestreo de plagas y enfermedades, aplicacién de agua de riego
del area de manejo agronomico, en el area de induccion la informacién se obtuvo
a través de entrevistas abiertas sobre las principales actividades que se realizan,

densidades de siembra, las etapas de la induccion de haploidia entre otras.
1.4.2. Recopilacion de informacion secundaria

La recopilacion de la informacién secundaria considerd la revision bibliografica de
documentos que se han elaborado en el Centro de Investigacion de Cultivos de
Syngenta R&D anteriormente, ademas de investigacion electronica como parte

del soporte de la informacién obtenida.
1.4.3. Descripcion de la informacion recopilada

En esta fase se reunio la informacion recopilada inciando por las generalidades de
la empresa, tal como estructura organizacional, actividades generales vy
posteriormente se describieron las actividades principales del area de manejo
agronomico y el area de induccion de haploidia.



1.5.RESULTADOS

1.5.1. Generalidades del Centro de Investigacion de Cultivos de Syngenta
R&D.

El area de induccién de haploidia de maiz realiza la siembra y luego el trasplante
del germoplasma proveniente de varias regiones del mundo, dicho germoplasma
(parental femenino) se cruza con un material inductor (parental masculino), con la
finalidad de provocar haploidia en alrededor de 14 % de los granos producidos en
el parental femenino, ademas integra un marcador de antocianina para los granos
diploides, lo cual sirve para distinguirlos de los haploides (Ozaeta M. , 2016). En
esta area se cosechan las mazorcas cuando el tamafio de los embriones en los
granos es alrededor de cinco milimetros de largo y se trasladan al laboratorio

donde inicia la fase de produccion de dobles haploidia.

El CIC tiene una extensiéon de 41.04 h con 14.34 h bajo cubierta, lo cual
corresponde al 35 % del area total. Existen un total de 62 invernaderos, cada
invernadero tiene una longitud de 90 m y 25 m de ancho (2,250 m?/invernadero),
con una altura de 2 m hacia la zona de drenaje de la precipitacion y 4 m en la

parte central, orientados de este a oeste.

1.5.2. Organigrama de Syngenta® R&D

El Centro de Investigacion de Cultivos de Syngenta®, cuenta con dos areas de
administracion, el &rea de administracion de infraestructura, dicha administracion
se encuentra organizada como se muestra en el siguiente organigrama,
basicamente se centra en el reclutamiento de personal, compras de insumos,
almacenamiento de materiales y equipo, control de costos, seguridad integral del

personal de operaciones y mantenimiento general de la finca (ver figura 2).



——
-

Fuente: elaboracion propia, 2016

Figura 2. Organigrama de la administracion estructural del Centro de Investigacion
de Cultivos, Syngenta R&D.

La otra linea de administracion es la parte que se encarga de los procesos de
produccion se conoce como el area de evaluacién bioldgica, sin embargo el
administrador general local es quien también dirige la parte de administracion de
infraestructura. A continuacion se muestra el organigrama del area de evaluacion

biolégica (ver figura 3).
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Fuente: elaboracion propia, 2016

Figura 3. Organigrama de evaluacién biolégica del Centro de Investigacion de

Culti

VOS.

1.5.3. Actividades generales de cada area

Las é&reas que se diagnosticaron son parte fundamental del Centro de

Investigacion de Cultivos de Syngenta® R&D por las actividades que ahi se

desarrollan. Las areas son: el area de manejo de cultivo de maiz y manejo

agronomico (Agronomy), basicamente esta area se dedica a todas las actividades

concernientes al manejo agronémico del cultivo de maiz en las distintas areas de

la cadena de produccién de dobles haploides de maiz, las &reas que abarca son

el area de induccién de dobles haploides, el area de endurecimiento de plantas

gue provienen de laboratorio y el area de incremento de semillas dobles

haploides, ademas del cultivo de maiz se involucran en las actividades de manejo

agronomico de

vegetales.
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El area de induccién de haploidia de maiz realiza la siembra y luego el trasplante
del germoplasma proveniente de varias regiones del mundo, dicho germoplasma
(parental femenino) se cruza con un material inductor (parental masculino), con la
finalidad de provocar haploidia en alrededor de 14 % de los granos producidos en
el parental femenino, ademas integra un marcador de antocianina para los granos
diploides, lo cual sirve para distinguirlos de los haploides (Ozaeta M. , 2016). En
esta area se cosechan las mazorcas cuando el tamafio de los embriones en los
granos es alrededor de cinco milimetros de largo y se trasladan al laboratorio

donde inicia la fase de produccién de dobles haploidia.
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1.5.4. Andlisis del area de manejo de cultivos y control de plagas y
enfermedades (Agronomy)

En el area de manejo agronémico se encuentra organizado de la siguiente
manera, después de los puestos que se encuentran en el organigrama, se

encuentran los operarios (ver figura 4).

Figura 4. Organigrama del area de manejo agronémico de cultivos

El agronomo es encargado de dirigir las actividades en general del area, luego
hay tres personas, un supervisor del area de vegetales, un supervisor y
encargado del area de mecanizacion agricola, luego estd un supervisor de
actividades de campo, monitoreo de plagas y enfermedades monitoreo de
variables del suelo, ademas dirige las actividades de ejecucién de labores
agricolas.
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A. Actividades que se realizan en el &rea de manejo agronémico

El area de manejo agronomico se dedica a realizar actividades en distintas areas
de produccion de la finca, dentro de estas actividades se encuentran: la
preparacion de la tierra con algunas actividades de labranza primaria y secundaria
previo al trasplante, elaboracién de camellones para el trasplante, aplicaciones de
enmiendas (Cal dolomitica, CaMg(COs)2), instalacion del sistema de riego,
fertirigacion y fertilizacibn granulada, monitoreo y control de plagas vy

enfermedades y riego.

a. Preparacion de la tierra

En esta fase se realizan actividades de labranza primaria y secundaria (ver figura

5), estas actividades incluyen:

1. Subsolado: en algunos casos se realizan estas actividades con el fin de
mejorar el aireamiento interno del suelo y romper las capas profundas

2. Arado: se realiza con el fin de voltear las capas internas del suelo,
profundiza aproximadamente 40 cm.

3. Azadon rotativo (Tiller): con el fin de muir los terrones de deja la labranza
primaria se utiliza el azadon rotativo para preparar la cama de siembra.

4. Surcadora: se utiliza con el fin de elaborar los camellones donde se

trasplantara.
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Figura 5. Suelo después de realizar el proceso de aradura

b. Area de inyectores y riego

El area destinada a la distribucién de agua para riego y fertirigaciébn cuenta con
tres sistemas hidroneumaticos con una bomba de 30 HP para cada uno de los

sistemas. (ver figura 6)

Figura 6. Bomba marca Berkeley® acoplada a un motor Baldor® de 30 Hp
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Ademas se utilizan dos soluciones madre para suplir las necesidades
nutricionales de los cultivos las cuales se preparan en el tanque 1 y tanque 2, el

tanque 1 contiene los siguientes compuestos:

1. Nitrato de calcio
2. Nitrato de potasio
3. Bioestrene®

4. Nitrato de amonio

La solucién del tanque uno posee de nitrdgeno 397.4 ppm, de K20 175 ppm, de
CaO 400 ppm y de hierro 1.7 ppm. Se utiliza una relacion de 1:224 para diluir la

solucion madre al inyectarse en el agua que se conduce a los invernaderos.

Los compuestos comerciales utilizados en la solucion 2 para la fertirigacion en
CIC, son:

Sulfato de potasio
12-61-0

Sulfato de magnesio
Micro Mix®

Peter STEM®

Bortrax®

N o g s~ wDdh e

Acido sulfarico

La solucion 2 aporta 25.19 ppm de N, 128 ppm de P20s, 198 ppm de K20, 96 ppm
de MgO, 225 ppm de S, 1.6 ppm de Mn, 0.46 ppm de Cu, 0.7 de B, 0.13 ppm de
B, 0.9 ppmde Zny 1.5 de Fe.
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Esta solucién se aplica de manera generalizada en los invernaderos a razon de
700 cc en cada emisor independiente del estado fenoldgico de la planta, esto se
realiza de dos a tres veces por dia por invernadero, lo que seria equivalente a
aproximadamente 20 mm de agua por dia, ademas de realizar aplicaciones con
urea 4 g/L a través de un sistema de inyeccion marca Dosatron® (ver figura 7),
estas actividades se realizan todos los dias. Las aplicaciones granuladas incluyen
triple 15 y urea para corregir deficiencias. El control de las aplicaciones de riego

esta en funcion de la conductividad eléctrica del suelo.

Figura 7. Inyector de solucién nutritiva en el invernadero marca Dosatron®

Considerando lo anterior se detectd un problema en el manejo de la fertilizacion,
en la superficie de los suelos se observa acumulacion de sales en la superficie del

suelo dentro de los invernaderos, en la figura 8 se muestra con mas detalle.
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Figura 8. Acumulacion de sales en la capa superficial del suelo

Ademas de la cantidad de sales, otro problema detectado fue exceso de agua en
el riego, en funcion, la ldmina aplicada diariamente es de aproximadamente 20

mm/d, en la figura 9 se muestra el exceso de humedad.

Figura 9. Encharcamientos en el area de incremento de dobles haploides
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c. Monitoreo de plagas y enfermedades

El monitoreo de plagas y enfermedades se realiza por invernadero, muestreando
12 puntos y cuatro plantas por cada punto, en zigzag y las aplicaciones
fitosanitarias se realizan tres veces por semana, en base a los datos recopilados
en los muestreos. En la figura 10 se muestra el dafio causado por una de las
principales plagas del centro, para esta plaga se utiliza como ia Benzoato de

emamectina (Proclaim ® 05 SG).

Figura 10. Larva de Spodoptera spp. Encontrada en mazorcas en el area de

incremento de dobles haploides

1.5.5. Generalidades y descripcion de las principales actividades del area

de induccion de embriones haploides (area de induccién)

El area de induccién es el inicio del proceso de produccién de maiz doble
haploide, aqui se induce la haploidia en las lineas de maiz que se quieren derivar

a través de una polinizacion controlada.
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A. Organigrama del area de inducciéon de embriones haploides

En el area de induccion de haploidia se encuentra organizada como se muestra la
figura 11, la cual esta constituida por un agrénomo del area, una encargada de
supervisar las actividades generales del area, una asistente de la encargada
ademas colecta informacion, luego se encuentra una lider del equipo de operarios

del area.

Agrénomo del
area de induccion

Supervisora del
area

—

Asistente de
supervisor

Lider de equipo de
induccion

Figura 11. Organigrama del &rea de induccion de haploidia

B. Actividades del area de induccién de haploidia

Segun Prasana, Chaikam, & Mahuku (2013) indican que la tecnologia de dobles
haploides, basada en la induccion de haploidia in vivo, es reconocida a nivel
mundial como una herramienta importante para aumentar la eficiencia del
mejoramiento, ademas citan que esta tecnologia ventajas respecto al
mejoramiento convencional y todas apuntas hacia la reduccion del tiempo
invertido en la obtencion de lineas completamente homocigotas en dos

generaciones lo cual implica la reduccion de los recursos utilizados.
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La primera fase de la produccion de dobles haploides implica la induccion de
haploidia en los materiales de interés a través de la cruza con un inductor
(parental masculino) y luego los granos se cosechan cuando los embriones
tienen un tamafo de aproximado de 5 mm, para pasar a la siguiente fase. A
continuacion se describen las actividades que se realizan en el area de induccion

de haploidia:

a. Siembra de germoplasma e inductor

La actividad inicial es la siembra de germoplasma, el germoplasma se entiende
como el material genético que los mejoradores envian al centro de investigacion
para que se deriven a partir de ellos lineas puras de maiz y se incremente la
cantidad de semillas, ademas del germoplasma se siembra un inductor (parental

masculino).

Segun (Prasana, Chaikam, & Mahuku, Tecnologia de dobles haploides en el
mejoramiento de maiz: Teoria y Practica, 2013) un inductor es una cepa genética
especializada que al cruzarse con una planta diploide normal de maiz (en este
caso el germoplasma de interés), produce granos en una mazorca con
segregacion de granos diploides (2n) y una cierta fraccion de granos haploides

(n), a causa de la fertilizacion anémala.

La siembra se realiza con una relacién de 1 semilla de inductor por 2 semillas de
germoplasma, la siembra del inductor se distribuye sembrando el 25 % antes de
la siembra del germoplasma, el 50 % se siembra junto con el germoplasma y el 15
% se siembra después de sembrar el germoplasma. Para que estén listas a

trasplante las plantulas pasan 12 d desde la siembra.
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b. Trasplante

El trasplante se realiza en el campo definitivo bajo condiciones protegidas, se
trasplantan en bloques de 10 m x 9 m de ancho y largo respectivamente, dividido
en dos sub-bloques de 4.5 m x 9 m, ancho y largo respectivamente, cada sub-
bloque esta dividido por una calle de 0.5 m, en la figura 12 se muestra con detalle

el bloque, los sub-bloques, las calles y el marco de plantacion.

Bub

0.5000 Bloque
i

)

10.00 m — = Calle entre surcos (0.7m) 1.0000 m Bloque
1

'

Distancia T
entre plantas
(0.18)

= 9.0000 m a

Figura 12. Esquema de un bloque, sub bloque y marco de plantacién en el area

de induccion de dobles haploides
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c. Despanojado

Después de haber trasplantado la siguiente actividad es el despanojado, que
consiste en la eliminacién de la inflorescencia masculina en el germoplasma, el
tiempo que se llevara desde el trasplante hasta esta actividad depende de varios
factores, en el area se clasifican los materiales en precoces, intermedios y tardios
en funcién del tiempo, ademas de la época del afio; en épocas donde la
temperatura desciende digase meses como noviembre, diciembre y enero, se

prolonga en general la fenologia del maiz y viceversa en los meses calurosos.

En materiales considerados tardios esta actividad se realiza aproximadamente a
50 d después del trasplante, considerando las épocas mas frias del afio, entre
noviembre y enero. Mientras que en materiales precoces esta actividad se realiza
aproximadamente a los 35 dias después del trasplante, en figura 13 se muestran
las inflorescencias después de la actividad de despanoje, esta actividad se realiza
para evitar autopolinizacion en el germoplasma o polinizacion cruzada entre

distintos germoplasmas.
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Figura 13. Inflorescencias de germoplasma después de realizar la actividad de

despanojado

d. Colocacion de Glassine (Shootbags)

La actividad consiste en la colocacién de una bolsa cubierta con cera en la
inflorescencia femenina (jilote), el lapso para colocar dicha bolsa varia por el
efecto de la época del afio y el tipo de material genético, en materiales tardios en
épocas frias tarda aproximadamente 59 d después del trasplante, mientras que en
materiales precoces tarda aproximadamente 37 d, esta actividad se realiza con el
fin de evitar autopolinizacion o polinizacién cruzada por parte de otros materiales

genéticos.
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e. Polinizado

La actividad de polinizado consiste en la cruza del inductor con el germoplasma,
siendo el inductor el portador del polen y es quien induce la haploidia en una
fraccion de los granos en el germoplasma ademas de insertar un gen marcador
con antocianinas que pigmenta los granos y los embriones que son diploides
(condicién 2n) unicamente, siendo esta la caracteristica que se utiliza a nivel de
laboratorio para seleccionar Unicamente los embriones haploides, sin embargo la
eficiencia de extraccion y seleccion es del 13.33 % (Ramirez, 2016), en otras
palabras de para extraer 13 embriones haploides se deben extraer alrededor de
100 embriones totales, la razén es porque los embriones no se pigmentan desde
el campo y estos deben extraerse para después someterlos a luz para que

pigmenten posteriormente a la extraccion.

f. Cosecha

La cosecha en el area de induccion a diferencia de una cosecha convencional no
se realiza hasta que las plantas hayan llegado a madurez fisioldgica, las
mazorcas del germoplasma se cosechan tomando como referencia el muestreo
del tamafio de los embriones un 10 % de la poblacion, el tamafio considerado

adecuado para la cosecha son 5 mm, tal como se muestra en la figura 14.

Il]HH‘HH]HHlIIIl
Y

Figura 14. Muestreo de embriones en el germoplasma
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1.6. CONCLUSIONES

El Centro de Investigacion de Cultivo cuenta con seis departamentos
administrativos, el area de administracion e infraestructura y el departamento
de produccién de dobles haploides.

Las principales actividades desarrolladas en el area de manejo agronémico
son: preparacion de suelo, manejo de nutricién, manejos culturales, control
fitosanitario y riego.

Las principales actividades del area de induccion de haploidia son: siembra de
materiales genéticos e inductores, posterior a la siembra se aislan las
inflorescencias femeninas y se emasculan los materiales genéticos, por otro
lado el inductor de haploidia se aisla la inflorescencia masculina para colectar
polen, finalmente se induce la haploidia a través de polinizacién cruzada
controlada, el inductor provee el polen y el material genético es receptor
(generacioén de haploidia).

Dentro de los problemas detectados como puntos de investigacion y mejora en
el &rea de manejo agronémico estan: el monitoreo y manejo de la salinidad del
suelo, monitoreo y control de los sistemas de riego, sistematizacion del

monitoreo de plagas y enfermedades.
1.7.RECOMENDACIONES

1. Elaborar formatos para el control de las actividades de preparacién de
suelo y elaborar graficas del comportamiento de variables como salinidad,
compactacion del suelo, contenido de agua, en la parte nutricional, hacer
andlisis de tejido foliar cada 3 ciclos de cultivo. Evaluar el contenido de
nitrégeno, fosforo y potasio que se aplica por ciclo de cultivo y balancear en
funcién del requerimiento nutricional del cultivo.

2. Realizar mediciones periddicas de salinidad y desarrollar practicas
enfocadas a la reduccion de la misma, distintas a los lavados profundos.

3. En el &rea de induccion de haploidia la rotacion de personal en las distintas
actividades del area seria importante para capacitar al personal en las

distintas actividades del area.
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2.1.PRESENTACION

El maiz es utilizado por la humanidad desde la antigliedad y sigue siendo una
especie vegetal importante para la alimentacion humana y animal, siendo su
centro de origen Guatemala y México, de donde se difundié a todo el mundo
después del primer viaje de Cristobal Colon a finales del siglo XV. (Paliwal, 2001).
Desde esa época se ha domesticado con el fin de mejorar su productividad, esto
ha implicado el desarrollo de técnicas de mejoramiento genético. Actualmente el
Centro de Investigacion de Maiz y Trigo (CIMMYT) es el ente no privado
encargado a nivel mundial de mejorar los sistemas de produccion de maiz, asi

mismo centros privados enfocados a la investigacion de este cultivo.

En Guatemala, el Centro de Investigacion de Cultivos (CIC) de Syngenta R&D se
dedica a la produccion de lineas puras de maiz por medio de doble haploides,
como parte del programa global de mejoramiento genético de maiz. Esta
metodologia reduce considerablemente el tiempo (8 meses) para obtener una
linea pura. EIl proceso de doblaje cromosomico derivado del uso de colchicina es
parte fundamental en produccion de dobles haploides, sin embargo reduce hasta
un 20 % la tasa de sobrevivencia de las plantas, también provoca una alteracion
fisiologica que impacta en la cantidad de mazorcas producidas por la
desincronizacion de los organos reproductivos (protandria y protoginia), por lo
tanto aumentar la tasa de sobrevivencia es parte fundamental para mejorar el

proceso de produccion.

Debido a lo anterior se realizé una evaluacion de ciprosulfamida y Syngenta®
(5305287) en tres dosis para cada uno, en tres materiales de maiz (14BG110427,
14FS010042, 13TR200055), con el objetivo de reducir la toxicidad del tratamiento

de colchicina.

Para medir el efecto de los tratamientos se usoé la porcentaje de sobrevivencia de
plantulas en el area de aclimatacion, la altura de plantulas en el area de

aclimatacion, la altura de plantas en el area de incremento de dobles haploides y
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la produccién total de mazorcas por unidad experimental, durante el periodo de

febrero a noviembre del 2016.

En la evaluacién se utilizd un experimento bifactorial en un disefio de bloques al
azar con arreglo en parcelas divididas y tres repeticiones. De acuerdo con el
andlisis de varianza no hubo diferencia significativa de los factores evaluados
sobre las variables: porcentaje de sobrevivencia y la altura en plantas de maiz en
la fase de aclimatacién, ni en la altura de plantas en la fase de incremento de
dobles haploides y en el nimero de mazorcas producido por unidad experimental,
por lo tanto las dosis evaluadas de los protectores contra el efecto herbicida no

tienen un efecto en las variables evaluadas.
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2.2.MARCO TEORICO

2.2.1. Marco conceptual
A. Descripcion botanica e importancia del maiz

De acuerdo a Paliwal (2001) el maiz es una planta originaria de Mesoamérica, de
importancia alimenticia y econémica para el mundo. Pertenece al orden poales,
familia poaceae, sub-familia panicoidae, tribu maydeae, género Zea y su especie
mays, es una planta de mucho valor econémico debido al consumo directo e

indirecto del grano (Valladares, 2010).

Segun el USDA, (2017) en la temporada del 2018 al 2019 la produccion mundial
de maiz incrementara 2 % respecto al afio 2018. El grano de maiz, es un cereal
importante para el consumo humano, especialmente en Africa y América Latina.
En paises como USA, China, Corea del Sur, su uso se enfoca como materia

prima para elaborar alimento para ganado.

Por otro lado Valladares, (2010) estima que la poblacién mundial, para el afo
2001 habian cerca de 6,000 millones de habitantes y 8,000 para el afio 2030, esto
implica que la demanda de alimentos puede incrementar un 33 % para el 2030

respecto del afio 2001.

Paliwal, (2011) afirma que la demanda del maiz blanco continuara aumentando en
el futuro. La FAO proyecta una de manda de 60 millones de toneladas adicionales
en el afio 2030. Por otro lado considerando que el costo de vida continuara en
aumento, la demanda de maiz como alimento animal también enfrentara una tasa
de crecimiento considerable, tanto asi que la FAO, (2010) considera un
incremento de maiz para alimento animal de 165 millones de ton a 235 millones
en el 2030.
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a. Morfologia del maiz

Segun Valladares (2010), existen variedades enanas de 0.4 m a 0.6 m de altura,
hasta gigantes de 8 m, con didmetros de 1.5 cm a 4 cm, el tallo principal esta
lleno de pulpa destinada al almacén de reservas producidas en la fotosintesis

producida en las hojas.

b. Sistema radicular

Durante la fase embrionaria y de germinacion las plantas poseen de 1 a 4 raices,
las cuales dejan de funcionar rdpidamente y la planta se alimenta de la semilla las

dos primeras semanas después de la germinacion.

Las plantas de maiz poseen raices adventicias las que pueden alcanzar hasta 2
m de profundidad dependiendo del suelo. También poseen raices de sostén o de
soporte que se originan en los nudos basales, favoreciendo la estabilidad de la
planta (Valladares, 2010).

c. Tallo

El tallo puede tener uno o varios brotes, pero la produccion de mazorcas se da en
el tallo principal, este se conoce como culmo el cual es de consistencia fibrosa y
cilindrica, longitudinalmente compuesto por nudos y entrenudos que varia de 8 a
25, con un promedio de 14, extendiendo una hoja por cada nudo y una yema en la

base de cada entrenudo (Valladares, 2010).

d. Hojas

Las hojas son largas y anchas y los bordes generalmente lisos, es una vaina foliar
(ligula) pronunciada, cilindrica en su parte inferior y que sirve de cubierta de los

entrenudos del tallo, abrazandolo (auriculas), pero con los extremos desnudos.
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Su color usualmente es verde, pero se pueden hallar ralladas en blanco y verde o
verde y purpura. Poseen nervaduras paralelas con una nervadura central muy

pronunciada (Valladares, 2010).

e. Sistema floral

Las flores se desarrollan en el tallo, a partir de las yemas localizadas en la base
de los entrenudos, de 1 a 3 mazorcas (elotes), que contienen los ovarios que a su

vez, se convertiran en granos después de la polinizacion.

Cada ovario tiene un largo estilo (pelo, cabello o seda), que sobresale de las
hojas modificadas (tuza o espatas), que forman las hojas que recubren la
mazorca, el polen que cae sobre la seda germina y crece a través de los estilos
hasta que alcanza los ovarios y se produce la fecundacion. Las espigas
masculinas que crecen en cada tallo principal, producen polen Unicamente, el cual

es arrastrado por el viento hasta la seda de las hojas vecinas. (Valladares, 2010)

f. Fruto

El fruto individual del maiz es botanicamente un cariopside, un fruto seco que
contiene una sola semilla fusionada en el interior de los tejidos del propio fruto. La
semilla contiene dos estructuras hermanas, un germen del cual se desarrollara
una nueva planta y un endospermo el cual proveera los nutrientes a la plantula
hasta que ésta logre desarrollar la suficiente area foliar para tornarse en autotrofa.
(Valladares, 2010)

El germen consiste de un vastago en miniatura, incluyendo aproximadamente
cinco hojas embrionarias, una radicula, de la cual se desarrollara el sistema
radical, asi como una hoja seminal anexa (escutelo), en la figura 1 se detallan las

partes de un fruto de maiz.
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La produccién de dobles haploides de maiz por medio del rescate de embriones,
se enfoca en extraer los embriones de los granos en estado R3 o R4 separando
manualmente el endospermo y el embrién, el tratamiento de colchicina se hace
Unicamente al embridn, el objetivo del tratamiento de colchicina es llegar al
meristemo apical (figura 15), sin embargo para llegar al meristemo apical, primero
debe pasar por la plumula que es el meristemo que da origen a las hojas, y es la

razon por la cual las hojas son afectadas en el tratamiento de colchicina.

Capa de aleurona
Endosperma amiliceo
Escutelo (cotileddn)
Coleoptilo

Plimula

Meristema apical

T
Embri6n (germen)

Epiblasto
Radicula
Coleorriza

Fuente: (Universidad Catélica de Chile, 2007)
Figura 15. Partes de un cariopside de maiz (Z. mays L.)


http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjexcOqo6LaAhUHpFkKHRIYCrgQjRx6BAgAEAU&url=http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/maiz/semillas.htm&psig=AOvVaw1dhPrXhGlr7vvfy58g801X&ust=1522988160990351
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B. Etapas fenoldgicas del maiz

El maiz (Z. mays L.) posee un desarrollo fenol6gico con seis estados vegetativos
gue van desde la emergencia hasta el inicio del aparecimiento de la panoja, y seis
estados reproductivos que va desde la emergencia de las espigas hasta la
madurez fisiologica del grano. En el cuadro 1 se muestra el sistema de
clasificacion de las etapas fenoldgicas utilizado por la universidad de lllinois y

divide al desarrollo de la planta de maiz en vegetativo y reproductivo.

Cuadro 1. Etapas fenoldgicas del maiz (Z. mays. L.)

Estados vegetativos Estados reproductivos
VE Emergencia R1| Emergencia de estigmas
V1 1ra hoja desarrollada R2 Ampolla (blister)
V2 2da hoja desarrollada R3 Grano lechoso
V3 3da hoja desarrollada R4 Grano pastoso
V(n) “n- ésima” hoja R5 Grano dentado
VT Panojamiento (aparecimiento de la panoja) R6 Madurez fisiol6gica

Fuente: Rtchie y Hanway,
1982

Las subdivisiones del estadio vegetativo (V) son designadas como VE, V1 hasta
V(n), siendo (n) la dltima hoja antes del panojamiento (VT). El niumero de hojas
varia de acuerdo con el cultivar y el efecto ambiental En el estadio reproductivo
existen seis etapas que toman de referencia el desarrollo del grano desde que los
estigmas salen de las bracteas de la inflorescencia femenina. (Informaciones

AgronOémicas, 2016).
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C. Latecnologia de doble haploides en el mejoramiento del maiz

Prasana et al, (2013) determinan que la tecnologia de produccion de doble
haploides fue desarrollada por Chase en 1947, quien definié un “doble haploide”
como un genotipo que se forma cuando las células de un organismo haploide (n)
experimentan un proceso que puede ser espontaneo o inducido artificialmente de
duplicaciébn cromosdémica, esta tecnologia acorta el tiempo para obtencién de
lineas totalmente homocigotas (en 2 o 3 generaciones), en comparacion con el
proceso convencional que tarda de 6 a 8 generaciones para obtener lineas con un

valor aproximado de 99 % de homocigocis.

La técnica de produccion de doble haploides in vivo asistida por inductores de
haploidia se establecié cuando Coe en 1959 descubrié una linea que provocaba
una alta frecuencia de haploidia, al cual denominé “Stock 6” este se utilizé para
generar inductores con una frecuencia mas elevada ademas de incorporar un
marcador de color a base de antocianina en la configuracion genética de los
inductores a fin de facilitar la identificacion de los haploides (Prasana, Chaikam y
Mahuku, 2013).

La tecnologia de produccion de doble haploides en el mejoramiento de maiz,
basada en la induccion de haploidia in vivo, es reconocida a nivel mundial como
un importante medio para aumentar la eficiencia del mejoramiento. En los ultimos
10 afios a 15 afos, la tecnologia fue adoptada por varios programas fitotécnicos
comerciales de maiz en diversas regiones del mundo (Prasana, Chaikam y
Mahuku, 2013). Tal es el caso de Syngenta R&D que adoptoé esta tecnologia
agregando el rescate de embriones del germoplasma, es decir que los granos
producidos por la cruza entre el inductor de haploidia y el germoplasma de interés
se cosechan en un estado lechoso los cuales pasan posteriormente a un proceso
en laboratorio donde se extraen los embriones a los cuales se le agrega el

tratamiento de colchicina.
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Segun Gordillo y Geiger, (2008) la tecnologia de doble haploides ofrece ventajas

en la genética y el mejoramiento del maiz, respecto a los métodos convecionales,

a continuacion se presentan algunas de ellas:

1.

2.

Acorta de manera considerable el ciclo de mejoramiento al permitir obtener
lineas completamente homocigotas en dos generaciones.
Simplifica la logistica, por ejemplo, se necesitan menos tiempo, mano de

obra y recursos econémicos para generar lineas nuevas de mejoramiento,
tanto el tiempo como los recursos que se ahorran podrian destinarse a la
implementaciéon de procesos de seleccion mas eficaces y la rapida
liberacion de variedades élite.

Si se combina con marcadores moleculares, facilita el acceso al
germoplasma presente en las lineas parentales, ya sea femeninas o
masculinas, de los hibridos; y ofrece la oportunidad de realizar estudios de
asociacion entre marcadores y caracteres, introgresion de genes con la
ayuda de marcadores y la ingenieria genética.

a. Desarrollo de doble haploides mediante induccion in vivo de haploidia

en un progenitor materno.

Los inductores de haploidia son cepas genéticas especializadas que, cuando se

les cruza con una planta diploide (normal) de maiz, producen granos en una

mazorca con segregacion de granos diploides (2n) y una cierta fraccion de granos

haploides (n), a causa de la fertilizacibn anémala (Coe y Sarkar, 1964).

El programa de induccién in vivo de haploidia en progenitores maternos

actualmente depende de la presencia de un marcador que pigmenta de color

purpura denominado R1-Navajo (R1-nj), que se expresa en la aleurona y en el

embrion del inductor de haploidia.
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El gen R1-Navajo como marcador de color dominante ayuda a diferenciar los
granos monoploides o haploides (n) (sin expresion de antocianina de color
morado o rojo en el escutelo, pero con la tipica coloracion de la corona en el
endospermo) de los granos diploides (2n) (con expresion de antoncianina tanto en

el endospermo como en el escutelo) (Chase, 1947).

A diferencia de las tecnologias que se adoptan en otros paises Syngenta®
implementd el rescate de embriones a los cuales se les agrega el tratamiento de

colchicina para provocar una doble haploidia.

b. La colchicina y sus aplicaciones

De acuerdo con Polci, Conti y Miranda, (2001) la colchicina (figura 16) es un
alcaloide que se encuentra naturalmente en las semillas y en los bulbos
de Colchicum autumnale L, la accion de esta sustancia fue descubierta en 1937
y desde entonces ha pasado a ser practicamente el agente diploidizante mas
importante, actia especificamente al bloquear el ensamblaje de la tubulina y
evitando la formacion de los microtubulos del huso acroméatico, al no haber
movimiento de las cromatidas a los polos no se establecen las corrientes
citoplasmicas que determina la formacién de la membrana celular que se formara
entre las dos células hijas; por tanto la mitosis que se produce bajo la influencia
de la colchicina se denomina c-mitosis dando lugar a la duplicacion del

complemento cromosémico completo.

Este compuesto ha sido utilizado desde hace décadas como agente duplicador de
cromosomas (inhibidor mitético) en la produccion de doble haploides, sin embargo
el tratamiento con colchicina no siempre es eficaz y puede producir la
diploidizacién sectorial de las inflorescencias masculinas y/o femeninas (Prasana,
Chaikam y Mahuku, 2013).

Ramirez, (2016) indica que la colchicina es utilizada con DMSO (dimethil
sulfoxido) para facilitar el ingreso dentro de las paredes celulares lo cual provoca

una alta toxicidad en los embriones tratados.
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HaC” CHs

Fuente: Hantzschel & Wenber, 2010

Figura 16 Esquema estructural de la colchicina

D. Protectores del efecto herbicida (herbicide safeners)

De acuerdo con Davies, (2001) los protectores de herbicidas transfieren
proteccion selectiva a los cultivos del dafio de los herbicidas sin reducir la
efectividad de control. El mismo autor indica que el fenédmeno fue descubierto por
Otto Hoffman en 1947, a través de una exposicion accidental de plantas de
tomate a la aplicacion del herbicida 2,4-D (2,4-Diclorofenoxiacético), algunas de
estas plantas habian sido tratadas con otro herbicida previamente, el 2,4,6-T
(2,4,6-Trichlorophenol) y curiosamente las plantas que fueron tratadas con el
ultimo producto no desarrollaron ningun sintoma del 2,4-D; a partir de este
fendmeno se desarrollaron una serie de investigaciones enfocadas a identificar

compuestos con actividad protectora contra los herbicidas.


http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjmuOuNme7bAhVGs1kKHSDxAWcQjRx6BAgBEAU&url=http://justlikecooking.blogspot.com/2013/08/stock-photo-science-colchicine.html&psig=AOvVaw1alt0lA5Zg4iSfgTSheGys&ust=1529994843519491
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El primer producto comercial contra el efecto de los herbicidas fue el 1,8 anhidrido
naftalico (NA), este fue patentado por Gulf Oil Company en 1971, para usarse
especificamente en el tratamiento de semillas para la proteccion de maiz al dafio
de herbicidas tiocarbamatos, a raiz de esto han surgido una serie de protectores
contra herbicidas, Ciba Geigy (ahora Syngenta®) investigdb durante 30 afios y
descubri6 compuestos como cyometinil, oxabetrinil y fluxofenim, en su mayoria
estas moléculas fueron lanzadas al mercado para cereales, maiz, sorgo y arroz,
sin embargo estos productos fueron desarrollados para tratamientos en

preemergencia.

Rosinger, (2014) hace referencia que la alta eficacia de los herbicidas utilizados
principalmente en cereales se debe al uso de protectores, un estudio
independiente en el 2011 indica que aproximadamente el 30 % de los herbicidas

usados en maiz en ese momento contenian protectores contra herbicidas.

a. Mecanismo de accion de los protectores al efecto herbicida

De acuerdo con Rosinger, (2014) casi todos los protectores trabajan induciendo la
expresion de genes los cuales codifican enzimas asociadas en la detoxificacion
de herbicidas, de esta manera las moléculas de herbicida son degradadas
rapidamente, asegurando que no se alcance la concentracion letal, sin embargo
los objetivos actuales de los protectores contra herbicidas no se conocen, por lo
tanto no esta clara la especificidad para otras especies e incluso se desconocen

las vias de accién concretas.

Por otro lado Davies, (2001) indica que los protectores funcionan reduciendo la
habilidad de los herbicidas para alcanzar e inhibir los sitios de accién de estos.
Segun este autor, estas moléculas pueden hacerlo al interactuar directamente con
las zonas de accion de las moléculas de los herbicidas o en su efecto en los

receptores proteinicos de herbicidas en las plantas. También pueden reducir las
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zonas de accion de los herbicidas, reducen la translocacion o incrementando la

degradacion para inmovilizar metabolitos.

A pesar de gque estos productos son muy eficaces contra el efecto herbicida, no se
encontro referencias sobre el uso de los protectores contra herbicidas para reducir
el efecto toxico de la colchicina, sin embargo, Hantzschel & Wenber, 2010
realizaron estudios utilizando herbicidas como alternativas al uso del colchicina,
los compuestos utilizados fueron Pronamid, APM(amiprophos methyl) , trifluralin y
orizalin, los cuales consideran inhibidores mitéticos eficientes que al igual que la

colchicina inhiben la formacién del huso acromatico.

i.  Ciprosulfamida

Segun Kraehmer, (2014) uno de los protectores mas recientes es ciprosulfamida
(ver figura 17), tiene la ventaja sobre otros protectores debido a su fuerte actividad
protectora en preemergencia y en post emergencia.

De acuerdo con Santel, (2012) este compuesto fue desarrollado como protector
contra herbicidas del grupo de Ilas sulfonilureas especificamente de
thiencarbazone methyl (TCM), estos compuestos son potentes inhibidores de la
acetolactato sintetasa (ALS). La ciprosulfamida es un compuesto perteneciente a
las sulfamidas aromaticas, este compuesto fue desarrollado conjuntamente con el
herbicida TCM, el protector actia antes o después de la aplicacion de TCM, la

dosis comercial de ciprosulfamida es de 154 g i.a./ha.

)
NH-Q //

Fuente: Kraehmer, 2014


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjN9N6omu7bAhVBuVkKHZpqBtYQjRx6BAgBEAU&url=https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cyprosulfamide.svg&psig=AOvVaw0zSXatVys6hAwAwj-8lIOq&ust=1529995169644534
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Figura 17 Estructura quimica de ciprosulfamida

ii. Protector 5305287

El protector contra el efecto herbicida 5305287 aun no ha sido lanzado al
mercado, tampoco hay referencias sobre el uso de este compuesto de manera
comercial y las investigaciones recientes se encuentran bajo confidencialidad de

la empresa.
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2.3.0BJETIVOS

2.3.1 Objetivo general

Evaluar dos protectores del efecto herbicida, ciprosulfamida y protector
5305287 contra el efecto de la colchicina como inductor de doble haploidia
en tres materiales de maiz, en fase de laboratorio e incremento de dobles

haploides.

2.3.2 Obijetivos especificos

1. Determinar el efecto del tratamiento de protector del efecto herbicida
en el incremento del porcentaje de sobrevivencia y la altura de

plantas en la fase de aclimatacion de las plantas.

2. Determinar el efecto del tratamiento del protector del efecto
herbicida en el incremento del numero de mazorcas por unidad

experimental.
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2.4. METODOLOGIA

La metodologia utilizada se bas6 tomando en cuenta el proceso de produccion de
doble haploides que convencionalmente se realiza en el Centro de Investigacion
de Cultivos de Syngenta®. La metodologia utilizada se presenta a continuacion.

2.4.1. Proceso de produccion de doble haploides

El proceso de produccion de doble haploides consistio en tres fases: A) induccion
de haploides; B) extraccion de embriones (producciéon de doble haploides) y C)

incremento de doble haploides; las cuales se describen a continuacion:

A. Induccion de haploides

La fase de induccidon de doble haploides inicié con la siembra de tres materiales
genéticos de maiz de distintas regiones del mundo, que fueron seleccionados por
el investigador asociado de maiz del CIC y trasplantados junto a un inductor de
haploidia. En el cuadro 2 se detalla la cantidad de plantas por germoplasma

trasplantadas en campo definitivo en la fase de induccion de dobles haploides.

Cuadro 2. Cantidad de plantas por material genético trasplantadas en campo
definitivo en fase de induccion de doble haploides.

No. Material No. De plantas trasplantadas
1 14BG110427 147
2 14FS010042 225
3 13TR200055 250

Fuente: Syngenta, 2016
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Cada una de esas plantas fue polinizada con polen del inductor utilizado en el
CIC. Las mazorcas fueron cosechadas en una fase lechosa, antes de trasladarlas

al laboratorio.
B. Extraccion o rescate de embriones (Produccion de doble haploides)

La fase de extraccion de embriones y produccién de doble haploides consistié en
las siguientes sub-fases:

a. Recepcion de mazorcas y desinfeccion de mazorcas

En esta fase se recibieron las mazorcas de la fase de induccidn, las cuales se
desinfectaron con hipoclorito de sodio [6 %] v/v ademas se agregaron 2 cm? de
Tween 80® para facilitar el ingreso del hipoclorito de sodio a la mazorca, durante

24 min a 125 rpm.

b. Extraccion de embriones

Luego de desinfectarse las mazorcas se extrajeron los embriones para ingresarlos

en cajas de petri de 200 unidades.

C. Seleccién de embriones haploides

Para seleccionar los embriones haploides existe un marcador de antocianina
(color purpura) que se activa con la exposicion de los embriones a la luz. Después
de haber extraido los embriones, las cajas petri se colocaron en luz artificial con
una intensidad aproximada de 500 pMol/m?/s durante 15 h, al finalizar la
exposicion los embriones pigmentados (purpuras) no fueron seleccionados
porque son diploides; los embriones haploides se colectaron en cajas petri de 50

unidades con medio Inicial y se sometieron por 24 h a 10 °C.
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D. Tratamiento de colchicina (doblaje cromosdmico)

Antes del tratamiento de colchicina se estimulé la division celular de los
meristemos de los embriones agregando 2.5 mL de BAP por 40 min en luz
artificial después se hizo un juague por 15 min y se agregé el tratamiento de
colchicina por 3.5 h al finalizar se agreg6 un enjuague con medio inicial.

E. Preparacién de medios de cultivo con tratamientos

Los medios de cultivo se elaboraron de acuerdo a los protocolos de laboratorio y
se agregaron los tratamientos de acuerdo al protocolo de la investigacion. Se
elaboraron soluciones 1000X de ciprosulfamida y Syngenta® (5305287). Se
estandarizaron tres grupos de medios, cada uno con las concentraciones que se

muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Concentraciones de los tratamientos de cada protector contra

herbicidas.
Producto Concentracion
1 mg/L
Ciprosulfamida 3 mg/L
5 mg/L
Syngenta® é mg;t
(5305287) 5 mglL

Fuente: elaboracion propia, 2016

F. Siembra en medio sélido y crecimiento en condiciones controladas.

La ultima fase de laboratorio consisti6 en sembrar los embriones por unidades
experimentales de 5 contenedores con 25 embriones cada uno, 125 embriones
por cada unidad experimental. Los embriones se mantuvieron alrededor de 15 d
durante esta fase.
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G. Fase de endurecimiento

Al salir del laboratorio se seleccionaron las plantas por tamafio de acuerdo a los
procedimientos estandares y se trasplantaron en bandejas de acuerdo a las
unidades experimentales, las bandejas se ordenaron de acuerdo al disefio

experimental establecido.

Las unidades experimentales permanecieron durante 21 d en esta fase. Un dia
antes de trasladar las plantas se hicieron lecturas de alturas desde el cuello de la
planta hasta el apice de la hoja mas grande, también se contabilizaron las plantas

sobrevivientes por cada unidad experimental.

H. Incremento de doble haploides

En esta fase se trasplantaron las plantas de acuerdo al croquis de bloques al azar
(ver figura 5) a partir de esta fase se realizaron actividades que se describen a

continuacion.

a. Trasplante

El trasplante se realizé bajo condiciones de invernadero de segun el esquema de
la unidad experimental (figura 4) y en el arreglo segun el croquis de campo.

b. Manejo agronémico

El manejo agrondmico estuvo a cargo el area de agronomia, las principales
actividades incluyeron el monitoreo de la humedad del suelo considerando que no
sea menor al punto de marchitez permanente, el monitoreo de plagas y
enfermedades, la aplicacion de fertilizante granulado (triple 15, 20-20-0),

aplicaciones de fertirriego a razén de 700 cm? por riego tres veces por dias.
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c. Autopolinizado

La autopolinizacion se realiz6 de manera manual y controlada a través bolsas de

papel para aislar las inflorescencias.

d. Toma de datos y cosecha

Previo a realizar la polinizacion se tomaron medidas de altura de las plantas
desde la base de la planta al apice de la dltima hoja. Las mazorcas fueron
cosechadas por el area de procesamiento de semillas donde fueron

contabilizadas por el personal a cargo.

2.4.2 Método experimental

A. Disefo experimental

En el estudio fue utilizado un disefio en bloques al azar con tres repeticiones y
arreglo en parcelas divididas, distribuyendo en las parcelas grandes los materiales
de maiz proporcionados por el CIC. En las parcelas pequefias fueron
aleatorizados los tratamientos (combinacion de las moléculas protectoras contra
el efecto herbicida con sus respectivas dosis). En el croquis (figura 5) se muestra

en detalle la distribuciéon de los tratamientos.
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El modelo estadistico matematico asociado a este experimento, se describe a

continuacion:
Yijg =pu+a; + B+ (aB)ij + pi + (@p)ix + Eijie
Siendo:

Yik= Porcentaje de sobrevivencia, altura en aclimatacion, altura en fase de
incremento de dobles haploides, produccion de mazorcas por unidad experimental
p= Media general de la variable de respuesta

B=  Efecto del j-ésimo bloque

of Efecto del i-ésimo material genético de maiz

(aB)i= Efecto de la interaccion entre el i-ésimo material genético de maiz con el j-
ésimo bloque, que es utilizado como residuo de parcelas grandes y es
representado por error)

pk=  Efectode la k-ésima dosis del protector de herbicida

(ap)k=Efecto debido a la interaccion del i-ésimo material genético con la k-ésima
dosis de protector de herbicida

gik=  Error experimental asociado a la ijk-ésima unidad experimental, es utilizado
como residuo a nivel de parcela pequefia, y es definido como: Error )

B. Factores de estudio y niveles

Se evaluaron dos factores, el factor A, constituido por tres materiales genéticos de
maiz, que fueron aleatorizados en las parcelas grandes. Estos materiales de maiz
provienen de distintas regiones del mundo. En el cuadro 4 estan las
identificaciones internas dentro del centro experimental (MATID) y el cdédigo
asignado para efectos de la investigacion.
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Cuadro 4. Identificaciones de los materiales de maiz correspondientes al factor A.

Poblacién MATID
P1 14BG110427
P2 14FS010042
P3 13TR200055

Fuente: Elaboracion propia, 2016

El factor B se consisti6 en tres dosis para cada uno de los protectores de
herbicidas: ciprosulfamida y el producto Syngenta® (5305287), que en total da
seis combinaciones, ademas se agrego un testigo (sin aplicacién). En el cuadro 5

se presentan los niveles del factor B.

Cuadro 5. Identificaciones, productos y dosis de los niveles correspondientes al

factor B.
Tratamiento Producto Dosis

Bl ciprosulfamida 1 mg/L
B2 ciprosulfamida 2 mg/L
B3 ciprosulfamida 5 mg/L
B4 safener Syngenta (5305287) 1 mg/L
B5 safener Syngenta (5305287) 2 mg/L
B6 safener Syngenta (5305287) 5 mg/L
B7 sin safener (testigo)

Fuente: Elaboracion propia, 2016

A partir de los distintos niveles de los factores A y B se realizaron sus
combinaciones para determinar los tratamientos del experimento, a partir de estos

se obtuvieron las identificaciones de campo, estos se presentan en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Tratamientos para la evaluacion de protectores contra herbicidas.

Material de maiz Tratamiento por producto e
~ Identificacion en campo
(parcelas grande) (parcelas pequefias)
P1 Bl P1B1
P1 B2 P1B2
P1 B3 P1B3
P1 B4 P1B4
P1 B5 P1B5
P1 B6 P1B6
P1 B7 P1B7
P2 Bl P2B1
P2 B2 P2B2
P2 B3 P2B3
P2 B4 P2B4
P2 B5 P2B5
P2 B6 P2B6
P2 B7 P2B7
P3 Bl P3B1
P3 B2 P3B2
P3 B3 P3B3
P3 B4 P3B4
P3 B5 P3B5
P3 B6 P3B6
P3 B7 P3B7

C. Descripcion de la unidad experimental

Fuente: Elaboracion propia, 2016

La unidad experimental estuvo constituida por un nimero minimo de 50 plantas

de maiz en un marco de plantacion de 0.7 m entre camellon y 0.33 m entre

plantas a surcos dobles, utilizando una parcela de 4 m de largo por 1.4 m de

ancho (5.6 m?). En la figura 19 se detalla un esquema de la unidad experimental

con la distribucion de las plantas en campo.

0.70 m

e Wil

0.16'm

Figura 18. Unidad experimental constituida por 50 plantas.

4.00m

-—

1.4 m

!
PLANTA

Fuente: elaboracion propia, 2016
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D. Croquis de campo de blogues al azar con parcelas divididas

En la figura 20 se muestra la distribucidn espacial de las unidades experimentales con su identificacion y ubicacion

dentro del invernadero asignado.

P3B5R2 P3B4R2 P1B6R1 P1B5R1 P2B5R1 P2B6R1 P3B2R3 P3B7R3 P2B6R3 P2B7R3

P2B7R2 P3B2R2 P3B1R2 P1B3R1 P2B3R1 P3B3R1 P3B3R3 P3B4R3 P1B4R3 P2B1R3

P2B4R2 P3B6R2 P3B7R2 P1B4R2 P1B2R1 P2B7R1 P3B1R1 P3B1R3 P3B5R3 P1B7R3 P2B2R3

P2B5R2 P3B3R2 P1B1R2 P1B7R2 P1B1R1 P2B4R1 P3B6R1 P3B6R3 P1B5R3 P2B3R3

P2B3R2 P2B1R2 P1B3R2 P1B5R2 P1B7R1 P2B2R1 P3B7R1 P3B2R1 P1B3R3 P1B2R3 P2B5R3

P2B6R2 P2B2R2 P1B6R2 P1B2R2 P1B4R1 P2B1R1 P3B4R1 P3B5R1 P1B1R3 P1B6R3 P2B4R3

Fuente: elaboracién propia, 2016

Figura 19. Croquis de aleatorizacion en parcelas divididas
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E. Variables respuesta

Las variables medidas fueron:

1. Altura de las plantas en fase de aclimatacion: se midi6 la altura en cm con
una regla desde la base de la planta hasta el apice de la ultima hoja hacia
arriba, utilizando una regla, a los 14 d después del trasplante.

2. Porcentaje de sobrevivencia en aclimataciéon: el porcentaje de
sobrevivencia se determind contabilizando el numero de plantas
trasplantadas al inicio para cada unidad experimental y contabilizando el
numero de plantas vivas un dia antes del traslado a la fase de incremento

de dobles haploides las plantas sobrevivientes.

Plantas trasplantadas

% sobrevivencia = 100

X
Total de plantas vivas (1 dia antes de salir de aclimatacion)

3. Numero total de mazorcas producidas por tratamiento al final de la fase de
incremento de doble haploides: se contd el nUmero de mazorcas de cada
unidad experimental en el area de procesamiento, esta actividad la realiz
el personal de trabajo del area de procesamiento de semillas.

F. Andlisis de los datos

Los datos colectados se pueden observar en el cuadro 14A, para cada variable
respuesta se organizaron en Excel®, ordenando por columnas los tratamientos
repeticiones y la variables respuestas. Con estos datos se realizo el andlisis de
varianza para cada variable de respuesta, verificando el cumplimiento de los
supuestos del modelo estadistico mateméatico asociado al disefio experimental

utilizado, siendo:

1. Normalidad: con la prueba de Shapiro-Wilk se evalud la hipétesis nula

relacionada con la normalidad de la distribucién de los residuos del modelo.
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2. Homogeneidad de varianzas e independencia: para evaluar este supuesto
se construyd una grafica de dispersién de los valores predichos contra los

residuos estudentizados.
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2.5.RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Altura promedio en el area de aclimatacion

Al iniciar este experimento se pretendia adaptar la tecnologia de los protectores
del efecto herbicida a la produccién de dobles haploides, en este sentido el
objetivo fue reducir la toxicidad de los embriones después del tratamiento de
colchicina y proveer un desarrollo vigoroso que le permitiera a los embriones
completar el ciclo de vida y producir mayor cantidad de mazorcas por planta

haploide producida.

Se evaluo la ciprosulfamida y el protector 5605287 en tres dosis cada uno y su
respectivo testigo absoluto, sin embargo el andlisis de varianza no mostr
diferencia significativa (0.05) en el factor dosis de protectores del efecto herbicida

para la variable respuesta de altura promedio en el area de aclimatacion.

De acuerdo con Santel, 2012 la ciprosulfamida es uno de los ultimas moléculas
contra el efecto herbicida desarrollados, especificamente para el grupo de
herbicidas de las sulfonil ureas, segun el mismo autor este grupo de herbicidas
bloguea la sintesis de acetolactato sintetasa (ALS), misma que es esencial para la
sintesis de proteinas en las plantas, esto indica que la ciprosulfamida no tiene
efectos sobre la accion de la colchicina, segun el autor citado y segun los
resultados obtenidos en la investigacién; respecto al otro producto evaluado, este
esta bajo investigacion y se desconocen los antecedentes.
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Cuadro 7. Andlisis de varianza para la variable altura de plantas en aclimatacion

F.v GL SC CM F Valor de p

MATERIAL 2 79.54 39.77 1.9 0.2625
BLOQUE 2 20.5 10.25 3.69 0.0348
Error (a) 4 83.57 20.89 7.52 0.0002
DOSIS 6 25.68 4.28 1.54 0.193
MATERIAL*DOSIS 12 10.02 0.84 0.3 0.9852
Error (b) 36 99.98 2.78

Total 62 319.29

(CV)8.72 %
Referencias:

F.V: fuente de variacién F: Valor de F
GL: Grados de libertad Valor de p: valor de significancia
SC: Suma de cuadrados CV: Coeficiente de variacion

CM: Cuadrados medios

En la figura 21 se muestran los promedios de altura obtenidos en las plantas
previo a salir del area de aclimatacion hacia el area de incremento de doble
haploide, la altura se midié a partir de la base de las plantas hasta el apice de la
hoja mas joven, a pesar que la concentracion de ciprosulfamida a 1 mg/L (B1)
presenté mayor promedio de altura respecto al menor que fue el testigo (B7), la
diferencia del mayor promedio respecto al menor fueron 1.89 cm, esto no fue

significativo de acuerdo al analisis de varianza que se presentd anteriormente

(cuadro 7).

205 20.12 10,9
8 20 :
=
()
£ 195 19.18
= 18.98
()
g 19 1861 18.74
(&)
o 185 18.23
2

17.5

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7

Productos y dosis

Figura 20. Altura promedio de plantas en aclimatacién de acuerdo con la

combinacion de producto y dosis
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2.5.2. Porcentaje de sobrevivencia en area de aclimatacion

El analisis de varianza (cuadro 8) no mostré diferencia significativa (0.05) en el
factor dosis de protectores del efecto herbicida para la variable respuesta

porcentaje de sobrevivencia en el area de aclimatacion.

El porcentaje de sobrevivencia se determin6é contando las plantas que salieron del
laboratorio y que fueron trasplantadas en bandejas de 144 recipientes, el otro
conteo de plantas para cada unidad experimental se realizé 24 h antes de salir del

area de aclimatacion hacia el area de incremento de dobles haploides.

Cuadro 8. Resumen del analisis de varianza para la variable porcentaje de

sobrevivencia en el area de aclimatacion

F.vV GL SC CM F Valor de p

MATERIAL 2 0.03 0.02 334 0.0032
BLOQUE 2 0.01 0.0028 2.6 0.088
MATERIAL*BLOQUE 4 0.002 0.0005 0.46 0.7628
DOSIS 6 0.01 0.001 0.95 0.4746
MATERIAL*DOSIS 12 0.02 0.0014 1.34 0.2404
Error 36 0.04 0.0011

Total 62 0.1

(CV) 3.49 %
Referencias:

F.V: fuente de variacion F: Valor de F
Valor p: valor de significancia

SC: Suma de cuadrados CV: coeficiente de variacion

gl: Grados de libertad
CM: Cuadrados medios

En la figura 22 se presenta el porcentaje promedio de sobrevivencia para cada
tratamiento evaluado en la fase de aclimatacion. El porcentaje de sobrevivencia
del testigo no coincide con el porcentaje de sobrevivencia referido en los
antecedentes (80 %), sin embargo es importante considerar que la cantidad de
plantas evaluadas en la investigacion fueron 125 por unidad experimental mientras
los antecedentes estan en base a la produccion total (4 millones de embriones/a),
la heterogeneidad de los materiales de maiz y las condiciones de trabajo.
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B1 B2 B3 B4 B5
Productos y dosis

93.2% 93.4%

B6 B7

Figura 21. Porcentaje de sobrevivencia de plantas en el area de aclimatacion
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2.5.3. Altura promedio de plantas en area de incremento de dobles

haploides

El analisis de varianza (cuadro 9) no mostré diferencia significativa («=0.05) en el

factor dosis de protectores del efecto herbicida para la variable respuesta altura

promedio medida en el area de incremento de dobles haploides. La altura de las

plantas se tom6 como indicador del nivel de dafio del tratamiento de colchicina

aplicado en el laboratorio, sin embargo no hubo ningun efecto en la altura para los

tratamientos evaluados.
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Cuadro 9. Resumen del analisis de varianza para la variable altura promedio de
plantas en el area de incremento de dobles haploides

F.V GL SC CM F Valor de p
MATERIAL 2 25835.52 12917.76 200 0.0001
BLOQUE 2 175.13 87.57 1.34 0.2736
MATERIAL*BLOQUE 4 258.25 64.56 0.99 0.4249
DOSIS 6 674.35 112.39 1.73 0.1433
MATERIAL*DOSIS 12 903.29 75.27 1.16 0.35
Error 36 2345.47 65.15
Total 62 30192.02

(CV): 7.09 %
Referencias:

F.V: fuente de variacion F: Valor de F
SC: Suma de cuadrados Valor p: valor de significancia
gl: Grados de libertad CV: coeficiente de variacion

CM: Cuadrados medios

En la figura 23 se muestran los promedios de altura para cada uno de los
tratamientos establecidos, de acuerdo con el andlisis de varianza no hubo diferencia
significativa, los tratamientos que presentaron una mayor altura fueron el
tratamiento B3 y B6, que le corresponden las dosis de 5 mg/L de ciprosulfamida y 5
mg/L del producto Syngenta® (5305287).
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Figura 22. Altura promedio de plantas en fase de incremento de dobles haploides

segun los productos y dosis

2.5.4. Promedio de mazorcas por unidad experimental

El andlisis de varianza (cuadro 10) no mostro diferencia significativa (a=0.05) en el
factor dosis de protectores del efecto herbicida en el nimero promedio de mazorcas
producidas por unidad experimental, que fue la variable mas importante por el
impacto que representaria un aumento significativo en la produccion de mazorcas,
considerando que son el producto final de la cadena de producciéon de dobles

haploides.
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Cuadro 10. Resumen del andlisis de varianza para la variable nimero promedio de

mazorcas por unidad experimental

F.v GL SC CM F Valor de p
MATERIAL 2 278 139 2.49 0.1987
BLOQUE 2 7674.95 3837.48 67.9 <0.0001
MATERIAL*BLOQUE 4 223.62 55.9 0.99 0.4257
DOSIS 6 79.94 13.32 0.24 0.9619
MATERIAL*DOSIS 12 371.11 30.93 0.55 0.8683
Error 36 2034.1 56.5
Total 62 10661.71

(CV):22.23 %
Referencias:
F.V: fuente de variacion F: Valor de F
SC: Suma de cuadrados Valor p: valor de significancia
gl: Grados de libertad CV. coeficiente de variacion

CM: Cuadrados medios

En la figura 24 se muestran el promedio de mazorcas producidas por unidad
experimental, el rango promedio de produccion estuvo alrededor de 32 mazorcas y
36 mazorcas por unidad experimental. Los resultados no representan una mejora
para la produccion de mazorcas con las dosis evaluadas, esto abre la posibilidad
de evaluar otras dosis o bien replantear la investigacion considerando aplicar los
protectores del efecto herbicida en otra fase del proceso del doblaje cromosémico,
una opcion seria aplicar los mismos tratamientos seguido del proceso del doblaje
cromosomico en el enjuague de los embriones, ademas de agregar en el medio de

cultivo tal como se realizé en esta investigacion.
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Figura 23. Promedio de mazorcas por unidad experimental segun los tratamientos

evaluados

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede definir que las dosis de
ciprosulfamida y Syngenta® 5305287 no provocaron un incremento significativo
(«=0.05) en el porcentaje de sobrevivencia, en la altura de las plantas en el area
de aclimatacion, en la altura de las plantas en el area de incremento de dobles

haploides y en el numero de mazorcas producidas.

De acuerdo con Polci, et al (s.f) la colchicina es el agente diploidizante mas
importante, este actla bloqueando el ensamblaje de la tubulina que forman los
microtubulos del huso acromatico, mientras Santel, (2012) describe que la
ciprosulfamida trabaja en herbicidas del grupo de la sulfonilureas, se desarrolld
junto al herbicida Thiencarbazone methyl el cual es un inhibidor de la acetolactato
sintetasa (Inhibidores de la sintesis de aminoacidos), son dos sitios y mecanismos
de accion distintos, de esta manera puede considerarse una de las posibles

razones por las que no hubo un efecto sobre las variables evaluadas.



62

2.6. CONCLUSIONES

1. La altura y el porcentaje de sobrevivencia no se vieron afectados con la
aplicacion de las tres dosis evaluadas de protectores del efecto herbicida en
el &rea de aclimatacion de plantas de maiz.

2. Las dosis evaluadas de ciprosulfamida y Syngenta® 5305287 no generaron
una diferencia significativa en la altura de plantas en el area de incremento
de dobles haploides.

3. Las dosis evaluadas de ciprosulfamida y Syngenta® 5305287 no generaron
una diferencia significativa sobre el nimero de mazorcas producidas por

unidad experimental.

2.7.RECOMENDACIONES

1. Utilizar dosis mas altas (3 mg/L, 6 mg/L y 8 mg/L de ciprosulfamida y
Syngenta® 5305287 y combinaciones.

2. Establecer unidades experimentales con mayor namero de plantas (por lo
menos 200 plantas/unidad experimental)

3. Evaluar los productos y dosis en post tratamiento de colchicina, es decir previo
a sembrar los embriones en el medio de cultivo.

4. Estandarizar criterios de eliminacion de escapes! (realizar este proceso hasta
gue la inflorescencia masculina haya emergido y observar anillado purpura en

la base de las espiguillas).

1 Plantas diploides gue no presentaron pigmentacion purpura en el proceso de seleccion de
haploides en laboratorio.
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3.1. PRESENTACION

Este documento presenta los servicios ejecutados durante el Ejercicio Profesional
Supervisado, asignados por parte del departamento de investigacion del

laboratorio del CIC y se ejecutaron bajo las condiciones particulares de centro.

El primer servicio consistié en la evaluacion de la aplicacion de Tsunami® después
del tratamiento de colchicina en embriones de maiz (doblaje cromosémico) y su
impacto en la produccién de mazorcas en la fase de incremento de doble

haploides.

El primer servicio se ejecutd enfocado en mejorar el plan profilactico dentro del
laboratorio, esto debido a que uno de los puntos mas importantes dentro del
laboratorio es la contaminacion de los medios de crecimiento por bacterias y
hongos. Sin embargo no hubo una diferencia significativa en la produccion de
mazorcas al final del proceso de incremento de dobles haploides, es decir que el
producto no impacta negativamente en este aspecto, por lo tanto se puede utilizar

como parte del plan profilactico del laboratorio.

El segundo servicio consistid en la evaluacion del nimero de dias de aclimatacion
de las plantas inducidas a doble haploides segun su categoria (categoria 1: 5.5 cm
— 7 cm, categoria 2: 3.6 cm — 5.5 cm, categoria 3: 2 cm — 3.5 cm) y como impacta
en la produccion de mazorcas dobles haploides en el area de incremento de
dobles haploides, ademas de determinar el numero optimo de dias de

aclimatacion para las plantas de maiz.

Se utilizaron 4 niveles del factor A (15 d, 20 d, 25 d, 30 d) y los niveles para el
factor B fueron 3, segun las categorias explicadas en el parrafo anterior. Las
variables respuesta fueron numero de mazorcas con mas de 50 granos y numero

de mazorcas totales.

Segun los resultados las categorias 2 y 3 producen un mayor numero de
mazorcas de 50 granos respecto que la categoria 1. Ademas se determiné que el
nuamero de dias optimo para aclimatacion puede ir de 15 d a 20 d.
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El andlisis integrado de categorias y dias de aclimatacion indicé que las plantas de
categoria 2 y categoria 1 con 15 dias de aclimatacién son las que producen mayor

cantidad de mazorcas.
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3.2. EVALUACION DE LA APLICACION DE TSUNAMI® DESPUES DEL
TRATAMIENTO DE COLCHICINA EN EMBRIONES DE MAIZ (ZEA
MAYZ L.) SOBRE EL IMPACTO EN LA PRODUCCION DE MAZORCAS
DOBLE HAPLOIDES EN EL CENTRO DE INVESTIGACION DE
CULTIVOS DE SYNGENTA R&D.

3.2.1. Problema

La contaminacion de los embriones de maiz (Z. mays L.K), causa pérdidas en la
produccion de plantas doble haploides, después del tratamiento de colchicina es
un punto clave para cortar cualquier contaminaciéon que puedan contener los
embriones, sin embargo se desconoce si la aplicacién de Tsunami® tiene efecto
en el desarrollo de las plantas doble haploides y si repercute en la produccion de

mazorcas.

3.2.2. Objetivo

Determinar si la aplicacion de Tsunami® en embriones doble haploides después
del tratamiento de colchicina tiene un impacto negativo en la produccion de

mazorcas doble haploides.

3.2.3. Metodologia del proceso de produccion

Se siguieron los siguientes pasos en el desarrollo de las investigaciones:

A. Desinfeccion de mazorcas

Se utilizaron 10 materiales genéticos de maiz para realizar esta prueba, el primer
paso fue desinfectar las mazorcas provenientes del area de induccion de haploidia
segun el protocolo interno de la empresa, estas se encontraban en un estado

lechoso/masoso (estado vegetativo entre R3 y R4).
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B. Extraccién de embriones

Las mazorcas desinfectadas se pasaron por el area de extraccion de embriones,
las mazorcas se procesaron cortando la epidermis del grano lechoso/masoso
tratando de no dafiar o cortar los embriones, luego utilizando una espatula se
extrajeron individualmente y se colocaron doscientos embriones por cada cajita
petri a los cuales se les agregé medio de cultivo liquido y posteriormente se

colocaron bajo luz durante 24 h.

C. Seleccion de embriones

Después de expuestos a la luz los embriones se seleccionaron en base a
marcador de pigmentacion de antocianina, Unicamente se trasladaron a cajas petri
nuevas los embriones sin pigmentacion (embriones haploides). Después se

trasladaron a condiciones de baja temperatura y oscuridad durante 48 horas.

Es importante mencionar que los embriones utilizados para esta evaluacion eran
parte de la produccion normal y a partir de esta fase se seleccionaron al azar 150

embriones por cada unidad experimental (3 cajas petri) de cada material genético.

D. Reposicion o “replenishment”

El “replenishment” cosiste en la activacion celular utilizando medio de cultivo

liqguido y después sometiendo a luz durante 24 h.

E. Tratamiento de colchicina

El tratamiento de colchicina consisti6 en agregar una solucion con liquida de
colchicina por un lapso de tiempo.
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F. Enjuague de colchicina

Después de realizar el tratamiento de colchicina, se realizd el proceso de
enjuague, se utilizaron dos tratamientos, el tratamiento 1 fue la solucion normal de
enjuague y adicionalmente se agreg6 Tsunami® y el tratamiento 2 con la solucién

normal de enjuague (sin Tsunami).

G. Siembra de embriones

Los embriones se sembraron en medio sélido MS en contenedores, se agregaron

25 embriones por contenedor (6 contenedores por unidad experimental).

H. Fase de crecimiento de plantas

Los contenedores estuvieron 2 semanas bajo condiciones controladas de luz y
temperatura hasta que el 80 por ciento de las plantas alcanzaron un % de la altura

del contenedor.

I. Seleccion y siembra en sustrato

Dos semanas después de la germinacion se trasladaron las plantas al area de
aclimatacion se seleccionaron y se trasplantaron en bandejas segun la produccion
normal, las bandejas se ubicaron en las bancas de crecimiento segun el disefio

experimental utilizado.

Estuvieron 4 dias en sombra, luego se trasladaron al area de sol directo en el area

de aclimatacion.

J. Conteo de plantas

Se contabilizaron al finalizar el trasplante en sustrato, luego se contabilizaron
nuevamente previo a ser trasladadas a campo definitivo para determinar el

porcentaje de sobrevivencia.
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K. Aclimatacién de plantas

Las plantas pasaron durante 15 dias en el area de aclimatacién antes de salir a

campo definitivo.

L. Trasplante en campo definitivo (Incremento de dobles haploides)

Se trasladaron a campo definitivo identificadas segun la poblacion, tratamiento y

repeticion correspondiente.

M. Manejo agronémico

Consistio en la asistencia para el control de plagas y enfermedades, fertilizacion,
riego y control de malezas, durante todo el proceso de incremento de doble

haploides.
N. Autopolinizado

La autopolinizacion se realiz6 segun las practicas comunes, aislando el jilote
antes que los estigmas salgan, luego aislo la inflorescencia masculina y finalmente

se autopolinizé.

O. Cosecha y conteo

La cosecha se realiz6 al finalizar el ciclo, luego se contabilizaron las mazorcas y

se clasificaron por grupos las mayores y menores de 50 granos.

3.1.3. Metodologia experimental

La metodologia experimental consistid en todo el proceso estadistico para analizar
las variables respuesta propuestas.
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1. Disefo experimental

Se utilizo un disefio en bloques al azar con tres repeticiones y arreglo en parcelas
divididas, considerando en las parcelas grandes los materiales de maiz . En las
parcelas pequefias se realiz6 una aleatorizacion de los tratamientos (Tratamiento
1: Enjuague con Tsunami®, Tratamiento 2: Enjuague sin Tsunami®). En el croquis

se muestra mas detallado la distribucion de los tratamientos.

El modelo estadistico matematico asociado a este experimento, se describe a

continuacion:
Yiik =u+a;+ B+ (af)ij + pr + (ap)ix + &k

Siendo:

Yijk= variables de respuesta medidas en la ijk-ésima unidad experimental
U= Media general

Bi= Efecto del j-ésimo bloque

ai= Efecto del i-ésimo material genético de maiz

(aB)j=  Efecto de la interaccion entre el i-ésimo material genético de maiz
con el j-ésimo bloque, que es utilizado como residuo de parcelas grandes y es
representado por error)

pk= Efecto del k-ésimo nivel del factor B

(ap)ik=Efecto debido a la interaccion del i-ésimo tipo del germoplasma con el k-
eésimo nivel del factor B.

Eijk= Error experimental asociado a la ijk-ésima unidad experimental, es

utilizado como residuo a nivel de parcela pequefia, y es definido como: Error )



75

2. Factores de estudio y sus niveles
a. Factor A: Poblaciones o materiales genéticos
Para el factor se consideraron 10 materiales genéticos de maiz, que
corresponde a 10 niveles del factor A, estos son parte de la produccion normal

de dobles haploides de maiz.

b. Factor B: Tratamientos de Tsunami®
Para el factor B hubieron dos niveles, este tratamiento se realizé en la fase de
tratamiento de colchicina, uno con presencia de Tsunami® y otro con ausencia.
Tratamiento 1: Con Tsunami
Tratamiento 2: Sin Tsunami

3. Descripcion de la unidad experimental

La unidad experimental se establecié previo a la aplicacién del tratamiento y se
definié un tamafio de 150 embriones sembrados en medio sélido (6 contenedores,
25 embriones/contenedor), posteriormente se dio seguimiento a cada unidad por
separado en el proceso de aclimatacion y en fase de incremento de dobles

haploides.
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4. Distribucion de las unidades experimentales

Las unidades experimentales fueron distribuidas aleatoriamente y se utilizo el
siguiente esquema para todas las fases desde laboratorio, aclimatacion e

incremento de dobles haploides.

P1T2 P2 T1 P3 T1 P4 T1 P5T1 P6 T2 P7 T1 P8 T2 P9 T1 P10 T1
Rep. 1

P1T1 P2 T2 P3 T2 P4 T2 P5 T2 P6 T1 P7 T2 P8 T1 P9 T2 P10 T2

P1 T2 P2 T2 P3 T2 P4 T2 P5 T2 P6 T1 P7 T2 P8 T1 P9 T2 P10 T2
Rep. 2

P1T1 P2T1 P3T1 P4 T1 P5T1 P6 T2 P7 T1 P8 T2 P9 T1 P10 T1

P1T1 P2 T1 P3 T2 P4 T1 P5 T2 P6 T1 P7 T1 P8 T2 P9 T1 P10 T1
Rep. 3

P1 T2 P2 T2 P3T1 P4 T2 P5T1 P6 T2 P7 T2 P8 T1 P9 T2 P10 T2

Fuente: Protocol experiment Tsunami after colchicine

Figura 24. Croquis de campo de aleatorizacion de unidades experimentales.

5. Variables respuesta

A pesar que la evaluacion se enfocO a determinar si habia un impacto en la
produccion de mazorcas por el uso de Tsunami® en el lavado de colchicina, se
tomaron otros datos durante las fases productivas, las variables mas relevantes

para realizar un ANOVA fueron:

Porcentaje de sobrevivencia en aclimatacion.
Total de mazorcas dobles haploides producidas.

Mazorcas dobles haploides con més de 50 granos.

w0 N PE

Mazorcas dobles haploides con menos de 50 granos.

6. Toma de datos

Los datos de sobrevivencia fueron tomados realizando conteos manualmente e
ingresando la informacion a un formato (ver anexo), la informacién del area de
incremento de dobles haploides y de cosecha fueron colectados por las personas

correspondientes de cada éarea.
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7. Anédlisis de la informacion

Los datos colectados fueron analizados utilizando el software Infostat®, para el
cual se realiz6 un analisis de varianza para las variables planteadas y un analisis
de post ANDEVA.

3.2.4. Analisis y resultados

El analisis de los resultados de las variables respuestas se enfoco en los niveles
del factor B. El factor A (Poblaciones) no es un factor de relevancia y anicamente
se incluyé como un factor para bloquear el efecto de las poblaciones de maiz

utilizadas en la evaluacion.

Para la variable porcentaje de sobrevivencia, no hay diferencia significativa para
los 2 niveles del factor B (Tratamiento 1. Enjuague con Tsunami®, Tratamiento 2:
enjuague sin Tsunami®), sin embargo se realiz0 una prueba de Tukey y los
tratamiento poseen las mismas literales, por lo tanto los tratamientos de enjuague
tienen el mismo efecto en el porcentaje de sobrevivencia de plantas en el area de

aclimatacion. (ver figura 26 y cuadro 11)
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Figura 25. Box plot de porcentaje de sobrevivencia en area de aclimatacion de

plantas de maiz.

Cuadro 11 se presenta el resumen del andlisis de varianza para el porcentaje de

sobrevivencia medido en los dos tratamientos evaluados. En el resumen no se

presenta una diferencia significativa para los tratamientos evaluados.

Cuadro 11. Analisis de varianza para la variable porcentaje de sobrevivencia.

F.v GL SC CM F Valor de p
Poblacion 9 2669.4 296.59 2.92 0.0255 (P*B)
Bloque 2 154.5 77.27 1.11 0.3475
P*B(Int) 18 1830.8 101.71 1.47 0.2026
Trat. 1 36.8 36.82 0.53 0.4745
Error 20 1386.0 69.30
Total 59 7334.2
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Sin embargo se realiz6 una prueba de Tukey para determinar si encontraba una
diferencia significativa en la sobrevivencia de plantas, sin embargo no hay (ver
cuadro 12). En términos practicos podria definirse que la aplicacion del
desinfectante Tsunami® no genera ningun impacto en la sobrevivencia de las

plantas de maiz.

Cuadro 12. Test de Tukey para el porcentaje de sobrevivencia de plantas de maiz,
alfa =0.05, Diferencia minima significativa =4.4836

Tratamiento Medias n E.E. Literal
Con Tsunami 83.57 30 1.52 A
Sin Tsunami 82 30 1.52 A

Para la variable nimero de mazorcas totales, no se encontr6 diferencia
significativa para los 2 niveles del factor B (Tratamiento 1: Enjuague con

Tsunami®, Tratamiento 2: enjuague sin Tsunami®) . (ver figura 27)
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Figura 26. Box plot para la variable respuesta nimero de mazorcas totales.

En analisis de varianza presentado en el Cuadro 13, muestra que no hay
diferencia significativa en la produccion de mazorcas totales, es decir que no hay
influencia de la desinfeccion sobre la produccion de mazorcas en el area de

incremento de dobles haploides.

Cuadro 13. Analisis de varianza para la variable nimero de mazorcas totales.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Poblacién 9 5590.73 621.19 13.68 <0.0001
Bloque 2 376.63 188.32 2.05 0.1547
P*B(Int) 18 817.37 45.41 0.49 0.9305
Tratamiento 1 101.4 101.4 11 0.3057
Error 20 1835.33 91.77

Total 59 9768.73
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Para corroborar se realizé una prueba de Tukey a los tratamientos , en el siguiente
cuadro se presenta el resumen de dicho andlisis, donde se demuestra
nuevamente que no hay influencia de la desinfeccion de los embriones en la

produccion de mazorcas. (ver cuadro 14)

Cuadro 14. Test de Tukey para el niumero total de mazorcas, alfa =0.05, Diferencia
Minima Significativa = 5.15945

Tratamiento Medias n E.E. Literal
Con Tsunami 33.73 30 1.75 A
Sin Tsunami 31.13 30 1.75 A

En base a los resultados obtenidos en las pruebas estadisticas la adicion
Tsunami® en el enjuague después del tratamiento de colchicina no tiene ningun
efecto significativo en ninguna de las variables respuesta evaluadas; es importante
considerar que el efecto del Tsunami® podria haber tenido un efecto en el
porcentaje de sobrevivencia debido a que es el proceso posterior al tratamiento,

sin embargo los datos mostraron lo contrario.

En la figura 25 de box plot muestra los datos de sobrevivencia los cuales se
comportaron muy dispersos y por tal razon se puede considerar realizar la
evaluacion nuevamente para medir este efecto. Por otro lado el efecto de la
adicién de Tsunami® al enjuague de los embriones, pudo haberse diluido por el

efecto del proceso de produccién en la fase de incremento de dobles haploides.
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3.2.5. Conclusiones

La aplicacion de Tsunami® en los embriones doble haploides después del
tratamiento de colchicina no tiene efecto negativo en la produccion de mazorcas

doble haploide.
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3.3. EVALUACION DEL NUMERO DE DIAS DE ACLIMATACION Y POR
CATEGORIA DE PLANTAS DOBLE HAPLOIDES DE MAIZ (ZEA MAYS
L.) EN EL CENTRO DE INVESTIGACION DE CULTIVOS DE
SYNGENTA R&D.

3.3.1. Problema

Antes de la fase de aclimatacion las plantas se clasifican en tres categorias
(categoria 3: 2 cm - 3.5 cm, categoria 2: 3.6 cm — 5.5 cm, categoria 1: 5.5cm -7
cm), luego pasan 15 dias en el area antes de salir a campo tomando como
referencia la condicién de las plantas categoria 2 y 3 para trasladarlas a campo
pero se desconoce el efecto que provoca incrementar el nimero de dias de

aclimatacién por categoria en la produccion de mazorcas.

3.3.2. Objetivo

1. Determinar si el nimero de dias en aclimatacion tiene un efecto sobre cada
categoria.

2. Determinar si existe un efecto de producciéon de mazorcas doble haploides
segun la categoria de plantas en el &rea de aclimatacion.

3. Determinar el nimero 6ptimo de dias en aclimatacién para las plantas doble
haploides de maiz (Zea mays L.).
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3.3.3. Metodologia del proceso
A. Clasificacion por categorias de las plantas

Los materiales de maiz utilizados fueron parte de la producciéon normal y para
realizar la evaluacién se utilizaron excedentes de plantas, primero se llenaron los

requerimientos de plantas para la produccion.

Las plantas fueron clasificadas por categorias (categoria 3: 2 cm - 3.5 cm,
categoria 2: 3.6 cm — 5.5 cm, categoria 1: 5.5 cm — 7 cm) segun los parametros

del proceso antes de ser trasplantadas en bandejas.

B. Trasplante a bandejas

Las plantas clasificadas se trasplantaron en bandejas para iniciar la fase de
aclimatacién, a partir de este punto se seleccionaron los excedentes de
produccion reclasificando las plantas, para la unidad experimental se
seleccionaron 50 plantas por cada categoria para los tratamientos establecidos (se
detalla mas en la metodologia experimental). Antes de pasar al &rea de sol las

plantas pasaron alrededor de 4 dias en sombra para evitar la deshidratacién.

C. Aclimatacion de plantas

El tiempo que permanecié cada grupo de plantas dependid de los tratamientos
definidos, en la metodologia experimental se detallan los tratamientos, al cumplir
los dias establecidos cada grupo de plantas fue trasladado a campo para ser

trasplantado para el incremento de dobles haploides.
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D. Manejo agronémico

Consistio en la asistencia para el control de plagas y enfermedades, fertilizacion,
riego y control de malezas, durante todo el proceso de incremento de doble

haploides.

E. Autopolinizado

Se realiz6 segun las practicas comunes, aislando el jilote antes que los estigmas

salgan, luego aislo la inflorescencia masculina y finalmente se autopolinizo.

F. Cosechay conteo

La cosecha se realizé al finalizar el ciclo, luego se contabilizaron las mazorcas
totales y se clasificaron por grupos las mayores y menores de 50 granos para

cada unidad experimental.

3.3.4. Metodologia experimental

Al inicio no se consider6 tomar las categorias de plantas como un factor a evaluar,
por esa razon la informacion de los tres primeros materiales se analizaron distinto
al resto de las poblaciones, el disefio experimental para el resto de las poblaciones

se detalla a continuacion.

A. Disefio experimental

Se utilizé un disefio en bloques al azar con 7 repeticiones y arreglo en parcelas
divididas, considerando en las parcelas grandes el tratamiento del factor A
correspondiente al nimero de dias en aclimatacion. En las parcelas pequefias se

realizé una aleatorizacion de las plantas por categoria con tres niveles.
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El modelo estadistico matematico asociado a este experimento, se describe a

continuacion:
Yiig =pu+a; + B+ (aB)ij + pi + (@p)ik + Eijie
Siendo:

Yijk= variables de respuesta medidas en la ijk-ésima unidad experimental

U= Media general

Bi= Efecto del j-ésimo bloque

ai= Efecto del i-ésimo tratamiento del factor A

(aB)j=  Efecto de la interaccion entre el i-ésimo tratamiento del factor A con
el j-ésimo bloque, que es utilizado como residuo de parcelas grandes
y es representado por error)

pk= Efecto del k-ésimo nivel del factor B

(ap)k=  Efecto debido a la interaccion del i-ésimo tratamiento con el k-ésimo
nivel del factor B.

gik= Error experimental asociado a la ijk-ésima unidad experimental, es
utiizado como residuo a nivel de parcela pequefia, y es definido

como: Error)
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B. Factores de estudio y sus niveles

1. Factor A: NUmero de dias en aclimatacion

Los niveles del factor A fueron los siguientes:

Tratamiento 1: 15 dias
Tratamiento 2: 20 dias

Tratamiento 3: 25 dias

LN PR

Tratamiento 4: 30 dias

2. Factor B: Categorias de plantas

Para el factor B los niveles fueron definidos por las categorias de plantas

segun los parametros de produccion.

1. Tratamiento 1: Categoria 1
2. Tratamiento 2: Categoria 2

3. Tratamiento 3: Categoria 3

C. Descripcion de la unidad experimental

La unidad experimental fueron 50 plantas, por cada combinacion de
material/tratamiento y categoria, es decir 50 plantas por parcela pequefia, 150

plantas por parcela grande y 600 plantas por bloque.

D. Distribucién de las unidades experimentales

En el croquis de campo se aleatorizaron las parcelas grandes y luego las parcelas
pequefas. La figura 27 muestra la distribucion en campo del bloque 4 al bloque 10

(7 materiales)
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Fuente: Protocol experiment Days in Hardening

Figura 27. Croquis de campo para las 7 poblaciones bajo el arreglo en parcelas
divididas.

E. Variables respuesta

1. Numero de mazorcas totales producidas
2. Numero de mazorcas con mas de 50 granos

F. Andlisis de la informacion

Los datos colectados fueron analizados utilizando el software Infostat® y R, para
el cual se realizd6 un analisis de varianza para las variables planteadas y un
analisis de post ANDEVA.

G. Andlisis y resultados

El primer analisis de varianza fue enfocado a la variable nUmero de mazorcas con
mas de 50 granos, donde el cuadro 15, muestra que el factor categorias si
presenta diferencia significativa en cuanto al nimero de mazorcas con mas de 50

granos.
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Cuadro 15. Resumen de analisis de varianza para variable nimero de mazorcas
con mas de 50 granos, los factores son dias de hardening y categoria

de plantas.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Modelo. 35 683.33 19.52 2.68 0.0008
TRATAMIENTO 3 40.1 13.37 2.12 0.1336
POBLACION 6 285.95 47.66 6.54 <0.0001
TRATAMIENTO*POBLACION 18 113.57 6.31 0.87 0.6182
CATEGORIA 2 148.6 74.3 10.2 0.0002
TRATAMIENTO*CATEGORIA 6 95.12 15.85 2.18 0.0616
Error 48 349.62 7.28
Total 83 1032.95

A partir del cuadro anterior se realizo una prueba postandeva para determinar qué

categoria presentaba un mayor nimero de mazorcas con mas de 50 granos, y

como se muestra en el cuadro 16,

mazorcas. (ver figura 30)

la categoria 3 produjo un mayor nimero de

Cuadro 16. Resumen de la prueba de Tukey para la variable de respuesta nimero

de mazorcas con mas de 50 granos.

CATEGORIA Medias n E.E.
C3 5.75 28 0.51 A
c2 4.32 28 0.51 A
Cc1 2.5 28 0.51 B

Alfa=0.05 DMS=1.74444
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El cuadro del andlisis de varianza muestra que la interaccion del tratamiento con
las categorias esté en el limite, es por eso se realiz6 un analisis post andeva para
determinar la combinacion que produce el mayor nimero de mazorcas con mas de
50 granos, el cuadro 17 muestra que las plantas de categoria 3 con 20 dias de

aclimatacién producen una mayor cantidad de mazorcas con mas de 50 granos.

Cuadro 17. Resumen de prueba de Tukey de los factores de dias y categorias

para la variable de respuesta, nimero de mazorcas con mas de 50

granos.

TRATAMIENTO CATEGORIA Medias n E.E.
20D C3 8.29 7 1.02 A
15D Cc2 6.29 7 1.02 A B
25D C3 6 7 1.02 A B
15D C3 5.14 7 1.02 A B
30D Cc2 4.14 7 1.02 A B
20D C2 4.14 7 1.02 A B
30D C3 3.57 7 1.02 A B
15D C1 3.29 7 1.02 B
30D Ci 2.71 7 1.02 B
25D C2 2.71 7 1.02 B
20D Ci 2.14 7 1.02 B
25D Cil 1.86 7 1.02 B

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.95347

Ademas del andlisis de varianza para las mazorcas con mas de 50 granos,
también ser realiz6 un analisis de varianza para el total de mazorcas producidas,
en el cuadro 18 se presenta el resumen, donde muestra que si hay significancia
en los tratamientos evaluados, que corresponde al nimero de dias que pasan las
plantas en aclimatacion, otro factor que también tiene significancia son las

categorias.
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Cuadro 18. Resumen del andlisis de varianza para la variable respuesta, nimero

de mazorcas totales.

F.V. Gl SC CM F p-valor
Modelo. 35 2165.57 61.87 3.27 0.0001
TRATAMIENTO 3 437.48 14583 11.43  0.0002
POBLACION 6 1105.45 184.24 9.74  <0.0001
TRATAMIENTO*POBLACION 18 229.69 12.76 0.67 0.8179
CATEGORIA 2 239.79 119.89 6.34 0.0036
TRATAMIENTO*CATEGORIA 6 153.17  25.53 1.35 0.254
Error 48 907.71 18.91
Total 83 3073.29

A partir del analisis de varianza, se realiz6 una prueba de Tukey para el factor dias

de aclimatacion (ver cuadro 19), segun el analisis las plantas pueden permanecer

entre 15 o 20 dias en aclimatacion sin perjudicar la produccién de mazorcas con

mas de 50 granos.

Cuadro 19. Resumen de prueba de Tukey para niumero de mazorcas totales.

TRATAMIENTO Medias n E.E.
15D 16.48 21 0.78 A
20D 15.24 21 0.78 A
25D 11.9 21 0.78 B
30D 10.95 21 0.78 B

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.11571
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Por otro lado se realizdé un andlisis para comparar qué categorias eran las que
producen mas mazorcas, segun el cuadro 20, las categorias tres y dos son las que
producen mas mazorcas totales y las plantas categoria uno, las menos

productivas.

Cuadro 20. Resumen de Tukey para las categorias, para la variable respuesta

nimero de mazorcas con mas de 50 granos

CATEGORIA Medias n E.E.
C3 15.89 28 0.82 A
C2 13.21 28 0.82 A B
c1 11.82 28 0.82 B

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.81083

En la figura 29 se muestra el box plot del nimero de mazorcas con mas de 50
granos producidos segun las categorias de plantas provenientes del area de

aclimatacion.

Box plot MAZORCAS » 50 K

20
|
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MAZORCAS

10

T T T
Cc1 c2 C3

CATEGORIAS

Figura 28. Box plot para mazorcas con mas de 50 granos respecto a las

categorias.
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La figura 30 muestra un box plot del total de mazorcas producidas segun las
categorias de plantas, en esta figura se observa la tendencia de la produccién

segun las categorias.

Box Plot TOTAL DE MAZORCAS
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Figura 29. Box plot para el total de mazorcas respecto a las categorias.

La figura 31 muestra un box plot del nUmero de mazorcas con menos
de 50 granos, en este caso también es de notar que las plantas de
categoria 3 (C3) son las que producen mas mazorcas con menos de

50 granos.
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Box plot MAZORCAS <50 K
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Figura 30. Box plot de mazorcas con menos de 50 granos respecto a las

categorias

En la figura 32 se presenta un box plot del nimero total de mazorcas producidas
segun el niumero de dias en aclimatacion, en este caso se observa una tendencia
decreciente del numero de mazorcas producidas a medida que se incrementan los

dias en aclimatacion.

En este sentido la gréafica concuerda con la prueba evaluada, segun la prueba de
Tukey cuando se dejan 15 d en aclimatacion las plantas estas producen mas

mazorcas respectos de los demas tratamientos.
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Box Plot TOTAL DE MAZORCAS K
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Figura 31. Box plot del total de mazorcas producidas respecto del numero de dias

en aclimatacion.

En la grafica 33 se muestra un box plot del nUmero de mazorcas con
mas de 50 granos en funcidn de los dias de aclimatacién y la

tendencia es similar a la grafica 32.

Box plot MAZORCAS > 50 K
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Figura 32 . Box plot para niumero de mazorcas con mas de 50 granos respecto del

numero de dias en aclimatacion.



96

La grafica 35 muestra un box plot del niumero de mazorcas totales
para la combinaciéon de dias de aclimatacion (factor A) y categoria de
plantas (factor B), esta grafica muestra en funcion del numero total de
mazorcas producidas la tendencia decreciente en la medida que se

aumenta el nUmero de dias de aclimatacion.

Sin embargo el numero de mazorcas tiende a incrementar cuando el

sentido inicia en la categoria uno y termina en la categoria tres.

Box plot MAZORCAS TOTALES
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15D.C1 20D.C1 25D.C1 30D.C1 15D.C2 20D.C2 25D.C2 30D.C2 15D.C3 20D.C3 25D.C3 30DC3

Figura 33. Box plot de mazorcas totales, para la combinacion de tratamientos.
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En la figura 36 se presenta el box plot para el nimero de mazorcas con mas de 50

granos, en este caso la tendencia es la misma que en la figura 35.

Box plot MAZORCAS > 50 K
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Figura 34. Box plot para numero de mazorcas con mas de 50 granos

3.3.5. Conclusiones

1. El nimero de dias de aclimatacion tiene un efecto significativo en la

produccion de mazorcas totales y mazorcas con mas de 50 granos.

2. Existe un efecto en el nUmero de mazorcas totales y con mas de 50 granos

segun la categoria de plantas, en este caso las categorias con mas

produccion de mazorcas dobles haploides son las categorias 2 y 3.

3. Segun el estudio los andlisis realizados y observando las tendencias de las

gréficas elaboradas, las plantas deben estar de 15 d a 20 d en el area de

aclimatacion para incrementar la produccion de mazorcas en el area de

incremento de dobles haploides.
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3.4. ANEXOS
3.4.1. Supuestos estadisticos de los andlisis de varianza
A. Normalidad

Cuadro 21A. Resumen de pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) de los residuos

para las variables respuesta

Variable Estadistico W Valor de p
Porcentaje de sobrevivencia 0.97 0.5585
Altura promedio de plantas en aclimatacién 0.97 0.4995
Altura promedio de plantas Babies Nursery 0.96 0.2499
Mazorcas totales 0.98 0.7256

B. Homogeneidad de varianza del porcentaje de sobrevivencia en aclimatacion

3.50

175

0.00

RDUO %Sobrevivencia

-1.75

PRED %Sobrevivencia

Figura 35A. Diagrama de dispersion para verificar el cumplimento de los
supuestos de homogeneidad de varianzas e independencia de

residuos, variable: porcentaje de sobrevivencia.
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C. Homogeneidad de varianza para altura de plantas en area de aclimatacion

3.50

RE Altura en aclimatacion
o
8

-1.754

-3.50°
1578

17.45

19.13
PRED Altura en aclimatacion

20.82

Figura 36A. Diagrama de dispersion para verificar el cumplimento de los

supuestos de homogeneidad de varianzas e

independencia de

residuos, variable: altura de plantas en el area de aclimatacion

D. Homogeneidad de varianza para altura de plantas en el area de incremento de

dobles haploides

RE Altura en Incremento de dobles haploides
°
g

+3.50°
103.20

108.04

114.87
PRED Altura en Incremento de dobles haploides

120.70

12653

el cumplimento de los

Figura 37A. Diagrama de dispersion para verificar

supuestos de homogeneidad de varianzas e

independencia de

residuos, variable: altura de plantas en el area de incremento de dobles

haploides
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E. Homogeneidad de varianza de la variable nUmero de mazorcas en el area de

incremento de doble haploides.

3.50)
1.75 . .

.
.

0.00f ., .
. .

RE Mazorcas totales

-3.50
46 80 5674

17.35 720

3708
PRED Mazorcas totales

Figura 38A. Diagrama de dispersion para verificar el cumplimento de los
supuestos de homogeneidad de varianzas e independencia de

residuos, variable: nUmero de mazorcas en el area de incremento de

dobles haploides

2.8.1. Fotografias de los distintos procesos durante la evaluacion

Figura 39A. Unidades experimentales identificadas en campo.
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Figura 42A. Contenedor con plantas provenientes de laboratorio después de

haber pasado en proceso de doblaje cromosémico.

2.8.2. Cuadros de formatos para colecta de datos finales de la

investigacion

Cuadro 22A. Formato de toma de datos en el area de aclimatacion

%

Fecha de plant Sobrevivencia | Plantas Sobrevivencia Altura
Poblacién | MATID | Tratamientos | Dosis ) Siembra/Gelrite | Potting . a. asJ por categoria | enviadas N promedio
extraccion hardening (cm)
Cat. 1 Cat. 2 Cat. 3

Cuadro 23A. Formato de para recolectar datos en el area de cosecha y

procesamiento
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Fecha | # # # # % Altura

OoLDb #Pts. #Pts. #Pts. | #Pts.  #Pts. #Pts. de mazorcas mazorcas =~ mazorcas mazorcas % Sobrevivencia | promedio
P T | R | EXP | MATID | INV | Tras. | "Green" | Pol. Dip.  Esteril | Bisexual Cosecha | producidas | eliminadas <50k >50k Cosecha | hardening (cm)
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Cuadro 24A. Datos tabulados para el andlisis de estadistico de la evaluacion

BLOQUE MATERIAL | DOSIS % Sobrevivencia = Altura promedio Hardening  Altura promedio BN Mazorcas totales | Descartes Mazorcas <50k Mazorcas >50k

1 P1 Bl 0.86 17.8 93.73 23 7 17 6
1 P2 Bl 0.91 20.2 95.43 23 5 15 8
1 P3 Bl 0.89 20.9 144.35 24 4 23 1
2 P1 Bl 0.93 17.4 88.51 18 2 9 9
2 P2 Bl 1.00 21.4 108.11 36 4 17 19
2 P3 Bl 0.96 21.7 135.80 35 6 23 12
3 P1 Bl 0.96 20.5 92.76 41 3 37 4
3 P2 Bl 0.98 19.2 102.31 51 5 49 2
3 P3 Bl 0.89 21.9 148.76 51 1 46 5
1 P1 B2 0.96 19.4 92.96 20 3 19 1
1 P2 B2 0.99 20.8 112.71 31 3 22 9
1 P3 B2 0.90 17.8 136.01 25 4 19 6
2 P1 B2 0.97 15.4 90.40 24 2 15 9
2 P2 B2 1.00 18.6 93.87 22 2 13 9
2 P3 B2 0.87 22.1 134.32 40 8 28 12
3 P1 B2 0.98 233 99.41 56 3 53 3
3 P2 B2 1.00 17.6 113.02 42 4 39 3
3 P3 B2 0.98 24.4 135.18 46 1 41 5
1 P1 B3 0.96 19.9 93.90 13 1 9 4
1 P2 B3 1.00 19.3 109.86 29 3 21 8
1 P3 B3 0.91 16.4 139.57 30 9 24 6
2 P1 B3 0.94 15.7 83.65 34 2 13 21
2 P2 B3 0.99 17.6 110.51 30 2 20 10
2 P3 B3 0.88 19.6 147.41 21 5 15 6
3 P1 B3 0.94 16.0 105.17 50 4 47 3
3 P2 B3 0.97 20.1 114.67 50 1 43 7
3 P3 B3 0.82 22.9 164.06 42 37 5
1 P1 B4 0.96 16.6 99.70 24 5 19 5
1 P2 B4 0.93 21.7 98.56 33 7 24 9
1 P3 B4 0.91 18.0 146.90 20 3 14 6
2 P1 B4 0.97 17.9 82.85 24 3 18 6
2 P2 B4 0.99 16.2 117.26 37 7 29 8
2 P3 B4 0.90 20.8 139.20 41 9 32 9
3 P1 B4 0.93 20.2 106.55 49 1 44 5
3 P2 B4 0.94 17.5 102.46 50 40 10
3 P3 B4 0.98 23.7 127.21 43 42 1
1 P1 B5 0.94 15.5 96.32 20 4 16 4
1 P2 BS 0.95 20.1 106.88 29 4 17 12
1 P3 B5 0.86 18.6 125.47 42 13 25 17
2 P1 B5 0.99 15.5 99.03 28 6 19 9
2 P2 B5 1.00 20.1 106.05 20 5 11 9
2 P3 B5 0.93 20.8 137.48 30 5 18 12
3 P1 B5 0.94 19.1 92.25 46 1 42 4
3 P2 BS 0.94 15.9 110.46 56 1 48 8
3 P3 B5 0.92 23.1 135.64 43 1 41 2
1 P1 B6 0.96 19.7 95.09 14 4 10 4
1 P2 B6 0.94 20.2 121.36 11 5 9 2
1 P3 B6 0.87 18.2 162.93 21 2 17 4
2 P1 B6 0.94 16.0 80.82 16 1 8 8
2 P2 B6 0.94 16.6 103.52 35 7 19 16
2 P3 B6 0.95 21.8 148.69 30 4 11 19
3 P1 B6 0.93 18.3 92.63 58 4 52 6
3 P2 B6 0.96 19.2 124.89 58 1 54 4
3 P3 B6 0.90 20.8 141.03 44 2 38 6
1 P1 B7 0.93 15.8 87.58 24 5 20 4
1 P2 B7 0.93 18.7 104.37 17 1 12 5
1 P3 B7 0.92 19.7 136.43 19 2 16 3
2 P1 B7 0.87 16.5 87.71 25 2 14 11
2 P2 B7 0.98 19.0 98.53 24 6 13 11
2 P3 B7 0.96 20.0 152.47 37 5 17 20
3 P1 B7 0.92 18.9 92.86 41 1 33 8
3 P2 B7 0.97 16.2 100.40 51 46 5
3 P3 B7 0.93 19.3 129.19 63 1 55 8




