Efectos genéticos de la formacion de calosa en apices radicales de lineas de maiz
resistentes y susceptibles a suelos acidos

Genetic effects in callose content in root apex of inbred resistant and susceptible corn lines to
acid soils

Alba Lucia Arcos,1 Luis Alberto Narro,2 Fredy Salazar,3 Creuci Caetano”

1'3Cimrnyt. A.A. 6713. Recta Cali-Palmira. alarcos@cgiar.org *Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional
de Colombia. A.A. 237 Palmira, Valle del Cauca.

REC: 12-09-07. ACEPT.: 15-11-07

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la herencia de la produccién de calosa utilizando lineas endogiamicas de maiz. Seleccionando 14 lineas (7
tolerantes y 7 susceptibles a suelos 4cidos) se formé un dialelo que fue probado en campo y en invernadero. Se determino el contenido de calosa

en los 91 cruzamientos resultantes y los 14 progenitores. Para ello se colocaron las semillas en camara de crecimiento en condiciones controladas.
Después de 4-5 dias las plantulas fueron transferidas a cubetas que contenian solucion nutritiva con aireacion constante. Luego de 48 horas se
adicionaron 25 yM de aluminio (AICkL) a cada una de las cubetas y se mantuvieron por 12 horas. Se cortaron tres apices radicales de cada genotipo
y se mantuvieron en etanol 96 %. Para medir el contenido de calosa se utiliz6 Methyl blue como colorante, este forma un complejo con la calosa
llamado Sirufliior-calosa, que es medido con el espectrofotémetro de fluorescencia. Se encontraron diferencias significativas para los progenitores,
los cruzamientos y los progenitores Vs cruzamientos. El contenido de calosa de los progenitores varié de 0.746 a 2.035 pg PE/cm apice de raiz. La
heterosis vario desde —21.2% a 276.3%. La Habilidad Combinatoria General (HCG) y la Habilidad Combinatoria Especifica (HCE) fueron altamente
significativas, lo que indica que tanto los efectos genéticos aditivos y no aditivos fueron importantes en la herencia de calosa. E1 46% de SC entre
cruzamientos correspondio a la HCG y el 54% a la HCE. El coeficiente de correlacion entre el contenido de calosa y la produccién de grano del
maiz en el campo fue negativo aunque no significativo (r = -0.38).

Palabras claves: Zea mays; calosa; heredabilidad; dialelo; heterosis; suelos acidos.

ABSTRACT

The main objective of this work was to identify genetic parameters that are related to callose accumulation using tropical inbreeds corn. Fourteen
inbreed lines selected for different levels of tolerance to acid soils were chosen and a diallel among them was generated. The seeds were grown
under controlled environmental conditions in a growth chamber and transferred to a nutrient solution at pH 4.3. After 12 hours of 25 pM Al (Al
CI3) treatment was applied, callose contents of 1 cm root apex were determined with fluorescence spectrophotometer. Significant differences were
found for parents, crosses and parents vs crosses. Average callose content varied from 0.746 to 2.035 (ug PE/cm root apex). Heterosis varied from
-21.2% to 276.3%. General combining ability (GCA) and specific combining ability (SCA) were highly significant indicating that both, additive and
non-additive gene effects were important for callose inheritance. SCA and GCA sum of squares accounted for 54% and 46 %, respectively of crosses
of squares sum. Correlation coefficient between callose content and corn grain yield in the field was negative but not significant (r = —0.38).

Key word: Zea mays; callose; inheritance; diallel; heterosis; acid soils.

INTRODUCCION marcador fisiol6gicé”'’ y es mejor criterio de seleccién

La formacién del polisacérido calosa (13-D-glu-
cano) en las paredes celulares de los dpices radicales de
maiz como respuesta a la toxicidad por AP es un exce
lente indicador del dafio por Al. Se puede utilizar como

de cultivares que la inhibicién de la longitud radicaEn
maiz se ha identificado considerable variacion genética
para resistencia al Al y para la respuesta de adaptacién
de genotipos a suelos dcidos, y se ha reportado herencia
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cualitativa ’14’20’21’25y cuantitativa!***!'°Con relacién
al contenido de calosa un estudio con 15 variedades de
libre polinizacién y sus cruzamientos arrojé diferen -
cias significativas para habilidad combinatoria general
(HCG) pero no para habilidad combinatoria especifica
(HCE) y una correlacion de Pearson significativa entre
contenido de calosa y rendimiento de grano.5

Los objetivos del presente estudio fueron deter -
minar los pardmetros genéticos relacionados con la
resistencia al Al, tomando como criterio la formacion
de calosa en los dpices radicales y determinar la relacién
entre el contenido de calosa y el rendimiento de grano
en campo utilizando 14 lineas de maiz seleccionadas
por resistencia o susceptibilidad a suelos acidos.

MATERIALES Y METODOS

La parte de campo de este estudio se llevé a cabo en
Corpoica La Libertad (Villavicencio), y lo que concierne
a invernadero y laboratorio en las instalaciones del
CIAT en Palmira (Tabla 1).

Tabla 1. Localizacién geografica y caracteristicas ambientales
de la investigacion.

. . . Saturacion
Ambiente Latitud Longitud Altitud pH P Al
Norte Oeste  m.s.n.m ppm %
Villavicencio  4°06’ 73°29° 400 4.8 10.6 68.3
Palmira 3°30° 76°19° 965 7.1 909 <1

Es importante resaltar que la linea 1 (progenitor
7) y la linea 2 (progenitor 14) se derivaron de dos
poblaciones heterdticas del Cimmyt tolerantes a suelos
acidos (poblaciones SAS y SA4, respectivamente). El
progenitor 6 pertenece a la poblacién SA8 del Cimmyt
y los progenitores 12 y 13 se derivaron de la poblacién
SA4M 8L g homocigosis de las lineas fue de al menos
96%. En la Tabla 2 se presenta la descripcion genealdgica
de los progenitores incluidos en el estudio.

Para la generacién de los 91 cruzamientos
dialélicos en campo se utilizé el arreglo de surcos
pareados; en cada surco se dispusieron 33 plantas y se
hicieron los cruzamientos directos y reciprocos entre
cada par de surcos. La semilla obtenida fue utilizada
para la evaluacién en campo y en invernadero y para
la cuantificacion de calosa en laboratorio.

En invernadero el experimento fue evaluado
en disefio de bloques completos al azar con tres
repeticiones y cada repeticidn estuvo representada por
una cubeta con 40 orificios para los 40 genotipos. El
experimento se dividio en tres grupos. Cada grupo
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Tabla 2. Pedigri de los progenitores utilizados en el estudio.

Progenitor Pedigri

Resistentes
1 (Linea 1 x Linea 2)-188-B-B-B-B
2 (Linea 1 x Linea 2)-4-B-B-B-B
3 (Linea 1 x Linea 2)-89-B-B-B-B
4 (Linea 1 x Linea 2)-143-B-B-B-B
5 (Linea 1 x Linea 2)-66-B-B-B-B
6 SA8C3HC114-5-2-5-4-3-2-1-1-B-11-B-B-B
7 SA5-HC1-1-5-1-1-1-7 (Linea 1)
Susceptibles
8 (Linea 1 x Linea 2)-3-B-B-B-B
9 (Linea 1 x Linea 2)-201-B-B-B-B
10 (Linea 1 x Linea 2)-129-B-B-B-B
11 (Linea 1 x Linea 2)-57-B-B-B-B
12 SA4C4HC40-7-1-2-3-3-1-2-2-B-B-B-B-B
13 SA4C4HC19-3-2-2-2-4-2-2-1-B-8-B-B-B
14 SA4-HC7-1-4-1-2-11-1 (Linea 2)

comprendi6 40 genotipos. El primero y el segundo
incluyeron 35 cruzamientos y 5 testigos; el tercero
incluy6 21 cruzamientos, 14 progenitores y 5 testigos.
Los testigos [CLA46 CLA485 (linea 1 x linea 2)-188-
BBBB, CML144 y CML159] fueron lineas resistentes
o susceptibles a suelos dcidos.

Para comparar los datos entre repeticiones se tomd
el porcentaje relativo de calosa de cada genotipo y se
asignd el 100% al testigo CML144.

Para el anélisis estadistico la particién de las
fuentes de variacidon del dialelo se realiz6 de acuerdo
con Hallauer y Miranda (1988). El procedimiento GLM
del paquete SAS 9.7 y el paquete estadistico GENES
de la Universidad de Visosa, Brasil? se utilizaron para
realizar los andlisis estadisticos. En el presente estudio
se utiliz6 el método 2 (que incluye progenitores y
cruzamientos) y modelo 1 (fijo) de Griffing (1956). El
modelo para el andlisis de varianza fue el siguiente:
Xijk = M + T + g + gj + sjj + Cijk
donde,

# = Promedio de la poblacion,

rx = Efecto de repeticion (r = 1...k),

gi » gj = Efecto de habilidad combinatoria general
i=j=1
sij = Efecto de habilidad combinatoria especifica,

¢jjk = Error experimental para la observacion Xjjk.

Los efectos de habilidad combinatoria general y
especfﬁca24 se calcularon segtin Griffing (1956):
gi = (I/m+2)(X;.+x;i-(2X../n))
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Sij = Xij—(1/n+2)(Xi.+Xii+X.j+ij)+[2/(Il+1)(n+2)]X..
La heterosis (h) se calcul6 de acuerdo con Hallauer
y Miranda (1988) como sigue:
h = [(F; - MP)/MP] x 100.
Donde,
F| = Promedio de la F;
MP = Valor promedio de los progenitores que originan
el cruzamiento.

Descripcion del protocolo para cuantificar calosa
Las semillas fueron esterilizadas por un minuto
con hipoclorito de sodio al 5% y puestas en papel
de germinacion con una solucién de ImM CaSO 4.
Después de cuatro dias las plantulas se transfirieron
al invernadero y se mantuvieron en solucién nutritiva
de [#M]: 400 KNO3; 200 NH4NO3; 10 KH,POy; 100
MgSOy4; 8 H3BOs3; 0.2 CuSQy; 0.2 ZnSOy; 1 MnSOy;
0.1 (NH 4)6M07014, 20 Fe-EDTA; 250 CaSO 4, con

1) a 2.035 (progenitor 2), y el progenitor 2 fue el mas
sensible a Al (Figura 1). El contenido de calosa de la
linea 1, la linea 2 y la Ffue 1.02; 1.34 y 1.07 (ugPE/cm
apice radical) respectivamente (Figura 2), esto indica
dominancia parcial para resistencia a Al debido a la
proximidad de la F | hacia la linea 1 (resistente). De
acuerdo con el contenido de calosa, los progenitores

se separaron en dos grupos: aquellos con menos de 1
g PE/cm de apice radical (progenitores:1,8,6,4 y 3)

se pueden considerar como resistentes a Al y aquellos
con mds de 2 ug PE/cm (progenitores: 9, 11 y 2) como
sensibles. El testigo (CML144) fue el mds sensible a Al
(3 pg PE/cm). Se incluye como referencia en la Figura
1 el valor de la DMS (0.05).

Tabla 3. Analisis de varianza para contenido relativo de calosa
en apices de raiz de 14 progenitores y 91 cruzamientos en maiz.

. . Fuentes Suma de Cuadrado . . .
pH 4.3 y aireacién constante durante 24 a 36 horas. de variacién cuadrados medio  Significacion
Posteriormente se agregaron 25 uM de AIC1 3 y se Repeticion 2 65476 32728 -
mantuvieron por 12 horas. Transcurrido este tiempo, Genotipos 104 94203.42 905.80 B
tres dpices radicales de cada genotipo se cortaron y Progenitores (P) 13 165431 127.37 o
maceraron para la extraccion de calosa y la lectura en Cruzamientos (C) 90  73011.77 811.24 o
el espectrofotometro de fluorescencia (Kauss, 1989). HCG 13 33677.52 2590.58 o
El contenido de calosa se expresé como equivalentes de  HCE 77 39333.85 510.83 ok
Pachyman (PE) por centrimetro de dpice radical. PvsC 1 19537.34 19537.34 =

Error 208 9291.40 44.67

RESULTADOS Y DISCUSION Total 314 104149.60

. . S . Promedi 1 (%) = 48.4
Se registraron diferencias significativas para todas Cr\(;l?% )12 %Z?Sera 2
las fuentes de variacion (Tabla 3). El contenido de calosa DMS (0.05)=6.24
(ugPE/cm épice radical) vari6 de 0.746 (progenitor
##P(<0.01)
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Figura 1. Contenido de calosa en apices de raices de maiz de 14 progenitores
resistentes y sensibles a suelos acidos incluyendo el testigo CML.144 y el valor de la

DMS (0.05).
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Contenido de calosa (ugPE/cm)

1.02 1.07 18 1.34
i i i L - &
Linea 1 F, Line

m=1.18, representa el valor medio de los progenitores ( linea 1 y linea 2).
Sd=0.03,0.16 y 0.12 ugPE/cm para la lineal, linea 2 y , respectivamente.

Figura 2. Dominancia parcial para resistencia a aluminio en genotipos de maiz de la F; con respecto a la

linea 1 (resistente) y linea 2 (sensible

Los valores de porcentaje relativo de calosa
se encuentran en la Tabla 4. Para cruzamientos, los
porcentajes variaron de 20% (cruzamiento 4x3) a 88.8%
(cruzamiento 10x6). El mayor contenido de calosa
correspondio al testigo mds sensible a Al (CML144)
asignandole un valor de 100%. Los genotipos mds
resistentes a Al serdn aquellos con los menores valores
de porcentaje, es decir cercanos a 20%. Segin esto
los siete cruzamientos mas resistentes a Al fueron
4x3 (20%); 13x3(20.1%); 12x7(20.1); 6x4(20.8%);
6x3(20.9%); 7x5(21%) y 7x3(22.7%). Interesante notar
que de los siete cruzamientos mds resistentes, seis de
ellos incluyen al progenitor 3 [(Linea 1xLinea 2)-1-
89-B-B-B] y/o progenitor 7 (SA5-HC1-1-5-1-1-1-7).
El progenitor 7 es la linea 1. El progenitor 3 incluye la
linea 1. Esto indica que la linea 1 tiene la caracteristica

de trasmitir a la descendencia la resistencia a Al,
medida por su contenido de calosa. Por otro lado, los
progenitores 6 y 12 tienen la tendencia de trasmitir a su
descendencia sensibilidad a Al. Estas lineas intervienen
en los cuatro cruzamientos (10x6=88.8%, 11x6=88.7%,
12x9=84% y 12x10=76.5%) con los mayores porcentajes
de contenido de calosa.

Tanto los efectos de HCG como los de HCE
fueron significativos (Tabla 3) y representaron el 46%
y 54%, respectivamente, de la suma de cuadrados de
cruzamientos. Esto significa que tanto la seleccion que
utiliza los efectos aditivos y que estdn relacionados
con HCG, como la hibridacién que utiliza los efectos
aditivos y los no aditivos (dominancia y epistasis) se
pueden utilizar como métodos de mejoramiento por
resistencia a Al en maiz.

Tabla 4. Valores promedio de porcentaje relativo de calosa en apices de raiz de maiz de progenitores (diagonal), cruzamientos
(parte superior de la diagonal) y heterosis (parte inferior de la diagonal).

P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 18 40 52 69.3 593 581 45 489 375 66 40.5 496 614 521
2 44 37.3 47 40.7 56.6 439 475 572 569 542 602 67.1 58 64.5
3 157 59 22 20 26 209 227 442 513 676 576 295  20.1 434
4 255 40 -6 204 334 208 284 415 614 524 414 23 26 50.2
5 165 78 7.5 42 264 37.1 21 60.9 449 658 703 271 302 544
6 199 52 -1 1 58 20.5 327 692 493 88.8 887 273 233 359
7 113 55 -1 27 -16 48 239 539 551 645 425 201 244  58.6
8 154 99 110 103 162 241 145 20.1 56.6 669 579 72 539  56.7
9 35 53 74 112 42 71 81 98 37.1 629 648 84 54.1 42.6
10 193 70 178 121 148 276 155 186 97 26.7 469 765 752  58.7
11 46 62 95 43 121 207 39 102 75 47 372 529 509 518
12 117 108 20 -4 1 14 -21 204 161 184 64 273 351 63.5
13 184 87 14 14 18 3 1 140 75 192 64 35 248 547
14 132 102 79 113 106 68 133 144 34 119 63 136 113 26.5

P= progenitores
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En la Tabla 5 se presentan tanto los efectos de
HCG (diagonal) como los de HCE (en el resto de la
tabla). Valores negativos de HCG estdn asociados
con resistencia a Al, puesto que mientras menor sea
el contenido de calosa en un genotipo, mayor serd la
resistencia a Al; en consecuencia, los progenitores 3, 4
y 7 fueron los que mds contribuyeron a la resistencia
a Al con valores de HCG de —11.74, -11.24 y —10.54%,
respectivamente. El valor de HCG de un progenitor
es tanto o mds importante que el contenido  per se
de calosa, ya que los cultivares de maiz (hibridos o
sintéticos) que sembrard el agricultor provienen de la
combinacion de dos o mds progenitores (Figura 3).

La HCE tiene que ver con el valor de prediccion
de los progenitores en combinaciones hibridas. Ya
que la HCE fue significativa y con valores de suma de
cuadrados mayores a los de HCG, el comportamiento
de un cruzamiento no se puede predecir con base en
el comportamiento de sus progenitores. Por ejemplo,
el cruzamiento 6x11 es el mds sensible a Al ya que
posee el mayor efecto de HCE (35.9%), el contenido
de calosa de sus progenitores fue de 20.5% y 37.2%,

respectivamente. Para el cruzamiento 10x11 el efecto
de HCE fue de —26.4%, mientras que el contenido

de calosa de sus progenitores fue de 26.7% y 37.2%,
respectivamente (Tablas 4 y 5). Los dos cruzamientos
tienen un progenitor comun (progenitor 11) y los otros
progenitores tienen valores de calosa no muy diferentes
entre ellos; sin embargo, estos dos cruzamientos

fueron los mds contrastantes del ensayo debido a la
combinacién especifica entre los gametos de cada uno
de los progenitores.

La fuente de variacion P vs C fue altamente
significativa; es decir, el promedio de los progenitores
(49.5%) fue mayor al promedio de los cruzamientos
(24.6%). Por lo tanto, es también una medida de la
heterosis. Los valores de heterosis oscilaron de -21%
para el cruzamiento 7x12 a 276% para el cruzamiento
6x10 (Tabla 4). Valores negativos de heterosis significan
que el valor de la | es menor que el valor del promedio
de los progenitores. Falconer (1981) indica que para
la expresion de la heterosis es necesario que haya
dominancia entre alelos y que exista diferencia de
frecuencias génicas entre los progenitores. En el caso

20
Il Habilidad Combinatoria General (% relativo calosa)
[ Contenido de calosa (ug PE / cm)
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Error estandar = 2.759 para comparar dos valores de HCG

Figura 3. Relacion entre contenido de calosa (zgPE/cm) y habilidad combinatoria general HCG (%)

de progenitores
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Tabla 5. Efectos de HCG (diagonal) y HCE (resto de la tabla) de contenido relativo de calosa (%) en apices de raices de maiz en
progenitores resistentes y susceptibles a suelos acidos y sus respectivos cruzamientos.

P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 v 1 12 13 14
1 302 -1668 1111 2800 1150 922 306 -11.63 -2147 -338 -1893 -1.63 1519 -4.36
2 421 508 -178 759 611 440 -455 334 -1636 -045 1467 10.66 688
3 (174 647 708 -13.08 446  -1.54 704 1302 1297 -697 -1128 177
4 1124 018 -1379 070 484 1664 276 375 -13.93 595 8.1
5 467 407 -1325 810 -637 413 1858 -1640 827 572
6 363 254 1531 304 2603 3590 -1728 -1622 -1024
7 1054 698 963 875 336 -1747 -822 1578
8 804 746 757 658 1579 269 471
9 649 997 194 2927 446 -1733
10 1689 2642 1147 1520 -12.14
1 693 221 084 852
12 129 672 1140
13 631 763
14 3.89

P= progenitores

del cruzamiento 7x12, el pedigri del progenitor 12

es SA4C4HC40-7-1-2-3-3-1-2-2-B-B-B-B-B y del
progenitor 7 es SA5-HC1-1-5-1-1-1-7, lo que indicaria
que la diferencia génica entre estos progenitores seria
lo suficientemente grande como para que se manifieste
la heterosis, ya que las dos lineas provienen de dos
poblaciones (SA4 y SAS) heter6ticamente diferentes. El

hecho de haberse observado una heterosis negativa podria

explicarse porque la dominancia no fue expresada. Es
posible que la herencia de calosa esté determinada por
varios genes, cuyo efecto de dominancia se anule como
consecuencia de la diferente direccidn en cada uno de
los progenitores. Es decir, algunos genes que muestren
dominancia en un sentido en el progenitor 7, tengan
efecto en sentido contrario en el progenitor 12. En el
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caso del cruzamiento 6x10 el pedigri del progenitor
6 es SASC3HC114-5-2-5-4-3-2-1-1-B-11-B-B-B y del
progenitor 10 es (Linea 1 x Linea 2)-2-129-B-B-B. El
valor de heterosis en este cruzamiento fue un resultado
esperado, ya que incluye dos lineas que provienen de dos
poblaciones de diferente color y textura de grano, donde
se espera diferencia en frecuencia génica y también
dominancia, de acuerdo con los resultados (expresado
por el 54% de la suma de cuadrados para HCE).
Aunque se han realizado considerables avances
en el incremento de los rendimientos de maiz cultivado
en suelos 4cidos, 1519 ¢] uso de nuevas herramientas
permitird optimizar los sistemas de mejoramiento y
obtener mejores cultivares para los agricultores. La
formacion de calosa en los dpices radicales surge como
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alternativa viable para este propdsito. Para cuantificar
la relacion entre contenido de calosa y rendimiento de
grano de maiz en campo se calcul6 el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) y se obtuvo un valor de r =
-0.38, no significativo, lo cual indica que a medida que
disminuye el contenido de calosa en los dpices radicales
se incrementa el rendimiento de grano.

Se hace necesario evaluar otros pardmetros
relacionados con el sistema radical y la productividad
del maiz a fin de establecer alguna mejor relacién
entre estas caracteristicas con el propdsito de facilitar
las ganancias de seleccion. Igualmente se necesita
obtener informacidn en otras poblaciones de maiz para
cuantificar la repetibilidad de los resultados. Estos
trabajos estdn en ejecucion en el programa de maiz del
Cimmyt.

CONCLUSIONES

1. La determinacién de calosa en dpices de raiz de maiz
fue una herramienta til para la discriminacién de
genotipos sensibles y no sensibles a Al, tanto en
progenitores (lineas) como en los respectivos cruza
mientos. El contenido de calosa en los progenitores
varié de 0.746 ug PE/cm (progenitor 2) a 2.035
ng PE/cm de dpice de raiz (progenitor 1). Para los
cruzamientos el porcentaje relativo de calosa varié
de 20 (cruzamiento 3 x 4) a 88.8 (cruzamiento 6 x
10).

2. El efecto de heterosis, medido por el contraste
de Progenitores vs Cruzamientos, fue altamente
significativo. Los valores de heterosis variaron de -
21.2% (cruzamiento 7 x 12) a 276.3% (cruzamiento
6 x 10).

3. Tanto los valores de HCG como los de HCE fueron
altamente significativos, lo que indica que los efee
tos de aditividad y no aditividad fueron importantes.
La SC asociada con HCG y HCE fue del 46% y 54%
de las SC de cruzamientos, respectivamente.

4. El coeficiente de correlacién (r= -0.38) entre conte-
nido de calosa y rendimiento de grano de maiz fue
negativo aunque no significativo; lo que indica que
la toxicidad por Al estuvo relacionada con los bajos
rendimientos de grano de maiz.
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