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Prélogo

Los expertos en ciencias agricolas desde hace tiempo han tenido interés en mejorar la calidad de la proteina

de las plantas. Aunque el contenido de proteina del maiz no es tan bajo como el de otros cultivos basicos, si es
bastante parco (generalmente cerca del 10%). La mitad de esa proteina casi no contiene lisina ni triptéfano, dos
aminoacidos esenciales para la formacion de proteina en los seres humanos y los animales monogastricos.

En 1963, un estudiante de doctorado llamado Lynn Bates, que trabajaba con el Profesor Edwin Mertz en la
Universidad de Purdue en Estados Unidos, descubri6 que dos razas de maiz originarias de los Andes tenian
niveles de lisina y triptéfano mucho mayores de lo normal, debido a un gene denominado opaco-2.

El descubrimiento del maiz que portaba el opaco-2 suscit6 gran interés y actividad entre los investigadores, que
abrigaban la esperanza de poder mejorar de manera sustencial la nutricion de los consumidores de maiz, sobre
todo en los paises en vias de desarrollo. Desgraciadamente, como muchas veces sucede con las plantas, esa
caracteristica altamente beneficiosa resultd estar estrechamente asociada con varias otras que son perjudiciales y
el entusiasmo inicial pronto se troc6 en desilusion. Los granos de maiz opaco-2 eran opacos y gredosos, pesaban
de 15 a 20% menos de lo normal y eran susceptibles a varios insectos y enfermedades. En vista de estos enormes
obstaculos, la mayoria de los programas de investigacion redujeron su trabajo con el maiz opaco-2.

Sélo unos cuantos institutos de investigacion continuaron con esta labor; entre ellos destaca el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) en México. Un grupo interdisciplinario de
investigadores en este Centro, originalmente dirigido por el mejorador Dr. Surinder K. Vasal y la quimica

en cereales Dra. Evangelina Villegas, aplicaron las metodologias fitogenéticas convencionales y poco a poco
superaron los defectos del opaco-2, al mismo tiempo que mantuvieron una calidad nutricional superior. Estos
cientificos lograron convertir los granos con endospermo suave y harinoso en granos duros, y aumentaron el
potencial de rendimiento del maiz QPM al mismo nivel de los mejores maices normales; ademas, le confirieron
resistencia a enfermedades e insectos y cualidades de almacenamiento y utilizacién semejantes a las de los mejores
maices normales. El nuevo maiz opaco-2, de apariencia y sabor normales, fue denominado “maiz con calidad de
proteina” o QPM (por sus siglas en inglés, que representan quality protein maize). Los avances logrados han sido
notables, sobre todo si se toman en cuenta los escasos recursos que se invirtieron en la creacion del QPM.

Algunos programas nacionales de investigacion del maiz en el mundo en desarrollo también han dedicado
muchos esfuerzos a la generacion del maiz QPM. Sobresalen entre éstos la Reptiblica Sudafricana, Brasil, China,
Ghana y la India. Hoy dia, mas de 1.2 millones de hectareas se siembran con variedades e hibridos QPM en el
mundo en desarrollo. De este total, mas de 700,000 ha se localizan en 15 paises de Africa al sur del Sahara. Cabe
resaltar que la mayoria del QPM que se cultiva en Africa se destina al consumo directo por seres humanos.

El maiz con calidad de proteina constituye una valiosa opcién como alimento animal, ya que ayuda a reducir

los requerimientos de otras fuentes de proteina en los alimentos balanceados. Sin embargo, el QPM siempre me
ha interesado primordialmente como fuente de alimento rico en nutrimentos para la gente de escasos recursos

en aquellas regiones del mundo donde el maiz es la fuente primaria de energia. Se han realizado ensayos de
alimentacion infantil con el QPM que han demostrado que cuando éste se utiliza para destetar a los infantes, éstos
crecen mas y ganan mas peso, con lo cual mejora su salud.

En vista de que el QPM es un cultivo alimentario que brinda mayor contenido de nutrimentos a los pobres, resulta
esencial el asunto de su genotipo. Una variedad QPM de polinizacién libre generalmente responde mejor a las
necesidades de los agricultores pobres que un hibrido, como consecuencia de los altos costos y problemas de
distribucién del segundo. No obstante, debido a que el gene opaco-2 es recesivo, resultan problematicas la dilucién
y pérdida gradual de la calidad nutricional del QPM ocasionadas por la contaminacién con polen de maiz que no
es QPM (es decir, que tiene proteina normal). Desde el punto de vista de retener el gene opaco-2 en el grano, son
preferibles los hibridos. Por otra parte, la falta de sistemas adecuados de multiplicacién y distribucién de semillas
sigue siendo uno de los graves problemas que enfrentan los mejoradores y promotores del QPM.

Aprovecho esta ocasion para expresar mi reconocimiento a los autores por haber producido este practico manual
sobre el mejoramiento y la produccion de semilla QPM. Estoy seguro que contribuira al avance del QPM y a

resolver los problemas de calidad que aqui he sefialado.

Norman E. Borlaug

Vil
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1. Introduccion y antecedentes

El maiz (Zea mays L.) se siembra en mas de 96.5
millones de hectareas en el mundo en desarrollo
(FAOSTAT-Agric. 2004) y constituye el alimento
basico de muchos millones de habitantes por todo

el planeta. Ademas, aporta entre el 15 y 56% de
todas las calorias ingeridas por los seres humanos
en cerca de 25 paises en vias de desarrollo (Prasanna
etal., 2001). En Africa, el maiz suministra al menos
una quinta parte de todas las calorias que la gente
consume a diario y aporta entre 17 y 60% de las
proteinas totales en 12 paises, segin estimaciones
asentadas en las hojas del balance de alimentos de la
FAO (Krivanek et al., 2007). Estas cifras representan
estimaciones promedio per capita; sin embargo,
existen grupos especificos en estos paises (nifios que
estan siendo destetados, nifios enfermos, adultos
enfermos y, cuando la produccién de cultivos es
escasa, todos los grupos) que dependen aun mas del

maiz como la principal fuente de proteina en la dieta.

Los alimentos que contienen proteina son esenciales
para que los nifios crezcan rapidamente (Millward y
Rivers, 1989) y, en algunos paises, el maiz se utiliza
como alimento durante el proceso de destetar a los
infantes.

Esta dependencia del maiz como fuente de proteina
pone a la gente en riesgo de presentar deficiencia
proteinica porque la proteina del maiz (al igual
que la de la mayoria de los cereales) adolece de dos
aminoacidos esenciales,' lisina y triptéfano; por lo
tanto, el maiz constituye una fuente insuficiente de
proteina tanto para los seres humanos como para
los animales monogastricos. En consecuencia, una
dieta basada en el maiz, que no incluye alimentos
complementarios ricos en proteinas, como la

carne, las leguminosas y los productos lacteos, es
considerada deficiente en proteina. La deficiencia
proteinica, particularmente en nifios, provoca
kwashiorkor, un sindrome potencialmente mortal
caracterizado por deficiencia del crecimiento en

infantes, irritabilidad, lesiones de la piel, edema e
higado graso (esteatosis hepatica). Por ende, resulta
indispensable contar con variedades de maiz con un
mejor perfil proteinico para comunidades con una
fuerte dependencia del maiz como alimento basico.

Varias mutaciones naturales de los genes del maiz
que confieren mayores niveles de lisina y triptofano
fueron identificadas en las décadas de 1960 y 1970,
a saber, el opaco-2 (02), harinoso-2 (fI2), opaco-7 (07),
opaco-6 (06) y harinoso-3 (fI3) (Cuadro 1).

De éstas, se encontr6 que la mutacion 02,
originalmente identificada en un campo de maiz

en el estado de Connecticut, en Estados Unidos
(Vietmeyer, 2000), era la mas apta para ser utilizada
en la manipulacién genética por los programas
fitotécnicos dirigidos a generar maiz con altos niveles
de lisina y triptofano. Se demostr6 que el maiz
homocigoto respecto a la mutacion 02 (recesiva)
tenia un contenido considerablemente mayor de
lisina y triptéfano (Cuadro 2) que el maiz que era
heterocigoto (0202) u homocigoto dominante (0202)
en el locus opaco-2 (Crow y Kermicle, 2002). Bressani
(1992) demostré que una mayor concentracion de
estos dos aminodcidos en el endospermo del grano
puede duplicar el valor bioldgico? de la proteina del
maiz. Sin embargo, la cantidad de proteina en este

Cuadro 1. Genes mutantes de maiz con alto
contenido de lisina.

Aio en que
Gene Alelo Descubridores fue descubierto
Opaco-2 02 Mertz, Bates y Nelson 1964
Harinoso-2 fl2 Nelson, Mertz y Bates 1965
Opaco-6 06 McWhirter 1971
Opaco-7 o7 May Nelson 1975
Harinoso-3 f13 May Nelson 1975

! Las proteinas se componen de aminodcidos, de los cuales hay 20. De éstos, la lisina y el triptéfano no pueden ser sintetizados por el metabolismo de animales
monogastricos como los cerdos, los pollos y los seres humanos. Por consiguiente, estos dos aminodcidos tienen que ingerirse como parte de la alimentacion, para
completar el perfil de aminodcidos requerido para la sintesis de proteinas. Por eso, la lisina y el triptéfano son considerados esenciales; los demds aminodcidos no
son considerados esenciales, pues pueden ser sintetizados por los procesos metabélicos de los animales monogastricos.

2 El valor bioldgico de la proteina es la proporcién de proteina absorbida que es retenida en el cuerpo para ser utilizada en su mantenimiento y crecimiento.



tipo de maiz sigue siendo del 10%, lo mismo que en
el maiz comtn (con endospermo normal). En otras
palabras, la cantidad de maiz comtn que habria que
consumir para lograr equilibrar los aminodcidos

es mas de dos veces mayor que la cantidad de

maiz opaco-2 (FAO, 1992). Se considera que el valor
nutritivo de la proteina de la leche es mayor que el

Cuadro 2. Comparacion de los porcentajes
promedio de lisina y tript6fano presentes en el
maiz opaco-2 y el maiz normal (sin el opaco-2).

de la proteina del maiz (Cuadro 3); sin embargo, a
nivel mundial, muy poca gente tiene los medios para
comprar leche regularmente. Por eso, es importante
el hecho que el maiz homocigoto respecto al mutante
02 tiene un valor de calidad equivalente al 90% del
valor de la leche.

Cuadro 3. Comparacion del valor proteinico
del maiz normal y del maiz opaco-o02 con el
de la leche.

% de la calidad de la leche

Normal Opaco-2
¢/100 g proteina
Lisina 2.6 4.2
Triptéfano 0.4 0.9

Maiz normal 39
Maiz 02 90
Leche 100

Fuente: Bressani et al., 1969b; Viteri et al., 1972.

Cabe resaltar que el 02 es un mutante natural, no un organismo genéticamente
modificado (OGM). La mutacién 02 recesiva en estado homocigotico confiere una
mayor calidad (lisina y triptéfano) a la proteina de maiz, pero no cambia la cantidad

de proteina presente en el grano.

Los términos “maiz comun” o “maiz normal” se utilizan en este manual para referirse
al maiz comtn que no es QPM, es decir, que no tiene niveles mejorados de lisina y

triptofano.



2. Utilidad del maiz con alto contenido de lisina y triptéfano

El maiz con alto contenido de lisina y triptéfano,
generado en los tltimos 15 afios, se ha utilizado

en ensayos de alimentacion con animales
(monogastricos) y seres humanos. Enseguida se
incluye un breve resumen de varios de esos estudios.

2.1 Nutricion animal

Los cerdos alimentados con maiz con altos niveles

de lisina y triptéfano aumentan de peso cerca de dos
veces mas rapido que los alimentados s6lo con maiz
normal y sin suplementos proteinicos agregados.
Cuando se sustituye el maiz normal con una cantidad
igual de maiz con alto nivel de lisina en el alimento
de cerdos, se mantiene el balance de aminoacidos y
no es necesario usar tanta lisina sintética (Burgeon

et al.,, 1992). Los pequenos productores (que
usualmente no tienen los recursos para comprar
alimentos balanceados) y los productores comerciales
encuentran que esto resulta sumamente lucrativo.

En El Salvador, un agricultor informé que después
de 60 dias, 14 cerdos alimentados con grano del
hibrido HQ-61 (un maiz con alto contenido de lisina
y triptoéfano) pesaban 18 kg mas que los cerdos
alimentados con maiz normal. En Guizou, una de las
provincias mas pobres de China, se les otorgé crédito
a varios agricultores para que compraran cerdos y
los criaran con maiz con alto contenido de lisina y
triptofano. El resultado fue que los agricultores en
cuestion ganaron suficiente dinero para construir

NORMAL

Figura 1. Cerdo alimentado con maiz con alto
contenido de lisina y triptéfano (el animal mas
grande marcado QPM o Q4) comparado con su
hermano alimentado con maiz normal (marcado
normal o N4).

Por cortesia de: Instituto de Investigacion de Cultivos,
Kumasi, Ghana; Departamento de Ciencias Animales,
Universidad de Ciencia y Tecnologia Kwame Nkrumah,
Kumasi, Ghana, y Sasakawa Global 2000.

sus casas y llevar a cabo actividades orientadas al
desarrollo de la comunidad.

2.2 Nutricion humana

Varios estudios de la nutricion humana llevados

a cabo por Akuamoa-Boateng (2002) en Ghana

encontraron lo siguiente:

* que los nifios alimentados con maiz con alto
contenido de lisina y triptéfano estuvieron
enfermos menos dias y corrieron menos riesgo de
morir por diarrea y otras infecciones que los que se
alimentaron con papilla hecha de maiz normal.

® menos enanismo en nhifos alimentados, después
del destete, con maiz con alto contenido de lisina
y triptéfano que en los alimentados con papilla
hecha de maiz normal.

* mayor capacidad de crecimiento en nifios que
consumieron maiz con alto contenido de lisina y
triptofano que los alimentados con papilla hecha
de maiz normal.

Con base en esos resultados, Akuamoa-Boateng

llegd a la conclusion que el maiz con alto contenido
de lisina y triptéfano promete mejorar el estado
nutricional de grupos vulnerables, cuyo alimento
basico es el maiz y que no pueden comprar alimentos
ricos en proteinas para suplementar su dieta.

En Colombia, unos nifios que padecian kwashiorkor,
una grave enfermedad provocada por deficiencia
proteinica, recuperaron la salud con una dieta

cuya Unica fuente de proteina era el maiz con alto
contenido de lisina y triptofano. Estudios recientes
han mostrado que, ademas, los altos niveles de lisina
ayudan a asimilar el zinc y el hierro provenientes del
grano de maiz.

En vista de la extensa superficie sembrada con maiz
y el gran ntimero de agricultores que se dedican a su
produccion, la generacién, introduccion y adopcion
de variedades de este cultivo con alto contenido

de lisina y triptofano tienen un gran potencial para
reducir la desnutricion proteinica, aminorar el
hambre, aumentar los ingresos y mejorar el nivel de
vida de la poblacion.

A aquellos lectores que se interesen en un resumen
mas amplio de este tema, se les sugiere consultar la
Seccion 11.1: “Lo que el QPM puede contribuir a la
nutriciéon humana”.



3. Ciencia: Aspecto genético del maiz con alto
contenido de lisina y triptofano

Para generar maiz con alto contenido de lisina y
triptéfano, es necesario manipular tres sistemas
genéticos distintos:

* Elalelo recesivo simple del gene opaco-2,

* Los modificadores o enriquecedores del
endospermo que contiene el 0202, y que aumentan
los niveles de lisina y triptéfano,

* Los genes que modifican el endospermo suave
producto del opaco-2 y lo transforman en
endospermo duro.

3.1 Alelo recesivo simple del gene
opaco-2

Este alelo es un componente central del sistema
genético que confiere niveles altos de lisina y
triptofano a la proteina del endospermo del maiz.

El alelo 02 se hereda de manera simple y recesiva
(Figura 2). La presencia del 02 en estado homocigoto
recesivo (0202) es indispensable para poder obtener
maiz con alto contenido de lisina y triptéfano,

procedimiento descrito en las secciones subsecuentes.

Las proteinas mas abundantes en el endospermo del
grano son las zeinas y, especialmente, las alfa-zeinas
(la fraccion II en el Cuadro 4), que son deficientes

en lisina y triptéfano (Gibbon y Larkins, 2005). E1
mutante homocigoto 02 provoca una reduccion en la
produccion de la fraccion de alfa-zeina de la proteina

Herencia recesiva
simple del gene 02

0202 x 0202

Y
0202

\4

/40202;'20202; 20202

Figura 2. Herencia simple y recesiva del gene 02.

del endospermo y un aumento correspondiente en
la proporcioén de proteinas no-zeinas (las fracciones
L, IV y V) que en forma natural contienen niveles
mayores de lisina y triptéfano (Gibbon y Larkins,
2005) (Cuadro 4). Por tanto, en una cantidad dada de
proteina proveniente de maiz 0202, la proporcion de
no-zeinas es mayor, lo cual predispone al maiz 02 a
tener mayores niveles de lisina y triptéfano.

Cuadro 4. Distribucion de la fraccion proteinica
en muestras de endospermo normal y
endospermo suave (02).

Porcentaje de
proteina total
(9/100 g de proteina)
Fraccion proteinica Tuxpeio-1 Tuxpeiio-02
endospermo endospermo
Nimero Nombre normal suave
| Albiminas, globulinas, 6.6 17.0
nitrégeno soluble
Il Zeinas (alfa, beta, delta, gamma) 48.7 9.7
[l Semejantes alazeina 14.0 13.4
IV Semejantes a la glutelina 9.2 17.2
V' Glutelina 17.0 345
Residuo 45 8.1

Fuente: Citada por Bjarnason y Vasal (1992).

Notese que:

* El 0202 reduce la cantidad de zeina en
la fraccion de proteina porque inhibe la
transcripcion de zeina. El contenido de lisina
en la zeina es muy bajo.

e Al disminuir la cantidad de zeina, aumentan
otras fracciones; por ejemplo, se duplican las
fracciones I y V, que tienen alrededor de 60
veces mas lisina que la zeina.

Sin embargo, la sola presencia del alelo 02 en
condicidn recesiva (0202) en si no asegura que habra
niveles altos de lisina y triptéfano; solo predispone el
maiz a presentarlos. Se requiere la presencia de otro
juego de genes (ver la Seccion 3.2) que aumentan los
niveles de estos aminoacidos para conferir niveles
mas altos de los mismos.



3.2 Modificadores del
endospermo que contiene el 0202

Este es el segundo sistema genético esencial que
confiere niveles altos de lisina y triptéfano al maiz.
Dicho sistema consiste en loci modificadores menores
que afectan los niveles de lisina y triptofano del
endospermo. Los niveles de lisina en el maiz normal
y el 02 representan, en promedio, 2.0% y 4.0%,
respectivamente, de la proteina total en la harina

de grano integral. Sin embargo, en una diversidad

de configuraciones genéticas, estos niveles se sittian
entre 1.5y 2.8% en maiz normal y hasta 2.6 y 5.0%

en sus contrapartes convertidas en 02 (Moro et al.,
1996). Por tanto, si los niveles de lisina y triptéfano
no son monitoreados mientras se generan variedades
nuevas, al final se podria obtener una variedad con
el genotipo 0202 y con niveles de lisina y triptéfano
iguales a los del maiz normal, debido a que los
limites inferiores de estos aminoacidos en el maiz
0202 son iguales a los limites superiores de los
mismos en el maiz normal (Cuadro 5).

3.3 Genes que modifican el
endospermo suave producido por
el opaco-2

La mutacion 02 y los modificadores o enriquecedores
de lisina y triptéfano no son, por si solos, suficientes
para generar maiz con alto contenido de estos
aminoacidos y buen comportamiento agrondmico.
Los efectos pleiotropicos del alelo 02 vuelven el
endospermo suave y susceptible a las cuarteaduras,
a las pudriciones de la mazorca y a los gorgojos
(Figura 3). Estos efectos secundarios negativos son
obviamente indeseados. La suavidad se expresa en
un fenotipo opaco que es observable en una mesa de
luz (ver la Seccion 4.1.1.4). Por tanto, para mejorar el
contenido de lisina y triptofano del maiz, se requiere
seleccionar con base en un tercer sistema genético,
también compuesto por loci modificadores menores,
que convierte el endospermo mutante de fenotipo
suave, opaco y harinoso en uno duro y cristalino,
semejante al del maiz normal.

Se ha demostrado (Wallace et al., 1990) que un nivel
mayor de zeina gamma contribuye a recuperar el
fenotipo de endospermo duro, dado que los granos
con el 02 modificado (endospermo duro) tienen
aproximadamente el doble de zeina gamma en el
endospermo que los mutantes que portan sélo el

02. (Si bien es cierto que la proporcion de zeinas
generalmente disminuye en el endospermo 02, como
se observa en el Cuadro 4, la zeina gamma aumenta
durante la recuperacion del endospermo duro [no
se muestran datos].) Los alelos benéficos de los

loci modificadores que controlan la produccion de
zeina gamma pueden ser seleccionados utilizando
el método de la mesa de luz, rapido y de bajo costo,
descrito en detalle en la Seccion 4.1.1.

Cuadro 5. Los niveles de lisina y triptéfano
como porcentajes de la proteina total en harina
de grano integral de maiz normal y maiz 0202.

Maiz normal Maiz 0202
Lisina?® 1.6-2.6 (media: 2.0) 2.7-4.5 (media: 4.0)
Triptofano® 0.2-0.6 (media: 0.4) 0.5-1.1 (media: 0.8)

aMoro et al. (1996).
b Sub-programa de maiz tropical de tierras bajas del CIMMYT.

Figura 3. Mazorcas 02 de endospermo suave
que presentan cuarteaduras del pericarpio.



El término maiz con calidad de proteina (QPM)

en adelante se usara para referirse al maiz que

presenta:

* el gene 02 en estado homocigoto recesivo
(0202),

* altos niveles de lisina y triptéfano, y

* endospermo lo suficientemente duro
para asegurar que las mazorcas tendran
caracteristicas aceptables (Figura 4).

El maiz QPM tiene la apariencia de maiz comtn
y sblo se puede diferenciar de éste mediante
ensayos bioquimicos en el laboratorio (ver las
Secciones 4.1.2y 11.2).
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Figura 4. Mazorcas de maiz 02 con endospermo
suave del Pool 25, ciclo 0 (izquierda), y mazorcas
de la version mejorada (ciclo 18) (derecha).

Nota: Tanto el ciclo 0 como el 18 presentan altos
niveles de lisina y triptéfano. Sin embargo, el ciclo 18
es considerado QPM porque también presenta buenas
caracteristicas de grano.



4. Ciencia: Mejoramiento de maiz con calidad de proteina

El procedimiento para generar germoplasma de maiz
QPM es relativamente breve. En vista del creciente
interés que esta suscitando el QPM, los programas
de mejoramiento deberian comenzar la conversion®
a QPM de sus lineas endogamicas (o puras) elite

y variedades de polinizacion libre (VPL) que no

son QPM, ya sea mediante retrocruzas o cruzas
genealdgicas entre germoplasma elite no-QPM y
donadores QPM elite. Una vez que el programa
genotécnico cuenta con germoplasma QPM elite,
puede comenzar a reciclar dicho germoplasma con
otro germoplasma del mismo tipo que provenga del
programa mismo o de otros (es decir, usar cruzas
entre QPM elite y QPM elite).

Con cualquiera de los métodos genotécnicos
descritos anteriormente, existen dos maneras de
mejorar el maiz QPM, ya sea utilizando un enfoque
convencional o marcadores moleculares (de ahora
en adelante, denominado el método molecular)
para ayudar a hacer la seleccion del 02. El método
principal que se describe en este manual es el
convencional; la aplicacion del método molecular
se examina brevemente hacia el final de esta obra
(Seccion 8.1).

No importa el método genotécnico que se utilice,
hay dos pasos distintivos (es decir, que son
diferentes de los pasos que se siguen al mejorar otras
caracteristicas del maiz) y esenciales para generar
germoplasma QPM:

¢ Identificacion de lineas segregantes de una familia
0 poblacién que tienen el alelo 02 en el estado
homocigoto recesivo (0202) y el endospermo
duro (identificados al mismo tiempo). El método
convencional requiere el uso de una mesa de luz
(ver la Seccion 4.1.1.1). Con el método molecular,
se analizan muestras foliares de plantas que
podrian portar el alelo, utilizando marcadores
para identificar el genotipo 0202; sin embargo, al
igual que en el método convencional, se necesita
una mesa de luz para distinguir los tipos con
endospermo duro de los genotipos 0202.

¢ Identificacion y confirmacion de la calidad QPM
(porcentaje de triptéfano y proteina en la muestra)
por medio de andlisis de laboratorio (Secciones
412y11.2).

Aligual que en todos los programas genotécnicos, se
requieren elementos como germoplasma fuente elite,
donadores y probadores para mejorar el QPM. La
anterior exposicion del procedimiento se resume en
el Cuadro 6.

Cuadro 6. Métodos, componentes, pasos y

herramientas utilizados en el mejoramiento de QPM.

Métodos

Convencionales Moleculares

Conversion de maiz no QPM a maiz QPM utilizando retrocruzas
Método genealdgico cruzando no-QPM con QPM
Método genealdgico cruzando QPM con QPM

Métodos
genotécnicos

Componentes Germoplasma no-QPM elite
Buenos donadores QPM
Buenos probadores de la capacidad combinatoria
Marcadores moleculares
Primer paso Identificacion del 0202 (determinacion

cualitativa) y endospermo duro
Mesa de luz Marcadores moleculares y
mesa de |uz

Herramientas

Determinacion de cantidades de lisina,
triptéfano y proteina (determinacion cuantitativa)
Laboratorio bioquimico

Segundo paso

Herramientas

Las siguientes secciones estan ordenadas de abajo
para arriba, como sigue:

* Primero se describen las herramientas utilizadas
en cada uno de los dos pasos distintivos del
mejoramiento de QPM. Es necesario entender
estas herramientas para seguir estos dos pasos.

* A continuacién se describen los componentes del
mejoramiento de QPM. Si se esta familiarizado
con las herramientas y los pasos, esto ayuda a
entender los componentes.

e Por altimo, damos una descripcion detallada de
los protocolos utilizados en los distintos métodos
genotécnicos (principalmente, retrocruzamiento
y mejoramiento genealdgico), incluyendo todos
los pasos del mejoramiento de QPM con el uso
apropiado de los componentes. Cabe sefialar que
los métodos de mejoramiento de poblaciones, que
utilizan poblaciones establecidas, no se incluyen
en este manual.

3 El procedimento de transferir (ya sea mediante las retrocruzas o por los métodos genealdgicos) el gene 02, los modificadores de aminodcidos y los modificadores

del grano a germoplasma de maiz normal, suele donominarse conversion.



4.1 Herramientas utilizadas en el
mejoramiento del QPM

4.1.1 Mesa de luz

4.1.1.1 ;Qué es una mesa de luz?

Una caja hecha a la medida que se utiliza para
distinguir los tipos de maiz con endospermo duro de
los genotipos 0202 suaves.

Generalmente los lados de la caja estan hechos de
madera, pero no la tapa, que esta hecha de vidrio o
plastico semi-transparente.

Dentro de la caja, hay una lampara con uno o dos
focos fluorecentes (o de otro tipo) que se conecta
a una fuente de electricidad. Para observar las
caracteristicas de los granos, coloquelos sobre la
mesa y prenda la luz.

El tamafio de la mesa de luz puede variar:

a) El tamano minimo es de 27.5 cm de largo, 15 cm
de ancho y 7.5 cm de alto (Figuras 5y 6);

b) Pero normalmente mide 72 cm de largo, 63 cm de
ancho y 11 cm de alto. La tapa de plastico o vidrio
debe tener 3 mm de espesor (Figuras 7 a 12).

En dos lados opuestos de la caja hay dos agujeros
para permitir una ventilacién adecuada y evitar el
sobre-calentamiento.

Una mesa tipo (a) (Figuras 5 y 6) generalmente lleva
un foco fluorescente de 9 vatios (o mas). Una de tipo
(b) (Figuras 9 y 10) requiere tres focos fluorescentes
de 18 vatios.

4.1.1.2 ;Como se opera una mesa de luz?

Conecte la mesa a una fuente de electricidad y
préndala.

Coloque los granos sobre el vidrio o plastico con el
embrion hacia abajo (Figuras 13 y 14).

Figura 5. Vista superior de una mesa de luz tipo

(a).
Disefiada por el Instituto de Investigacién de Cultivos,
Kumasi, Ghana.

Figura 6. Mesa de luz de tipo (a) donde se

muestra el foco en su interior.
Disefiada por el Instituto de Investigacion de Cultivos,
Kumasi, Ghana.

Figura 7. Vista frontal de una mesa de luz de
tipo (b).

Figura 8. Vista trasera de una mesa de luz de
tipo (b).



Figura 9. Colocacién de los focos en una mesa Figura 12. Mesa de luz iluminada.
de luz de tipo (b).

Figura 10. Mesa de luz de tipo (b) con la tapa Figura 13. Seleccion de granos de maiz en una
abierta. mesa de luz.

Figura 11. Vista lateral de una mesa de luzde tipo Figura 14. Granos de maiz sobre una mesa de
(b) con la tapa abierta. luz.



4.1.1.3 ;Qué se busca seleccionar en una
mesa de luz?

Un grado adecuado de opacidad (o modificacion) en el
grano (Figura 16, Seccion 4.1.1.5).

4.1.1.4 ;Cual es el principio en que se
funda la seleccion en mesa de luz -es
decir, por qué se utiliza?

La seleccion utilizando una mesa de luz se basa

en el principio que los genotipos 0202 portan una
caracteristica indeseable, grano suave, que en la mesa
se ve completamente opaco. Debido a la segregacion
de genes que confieren dureza (o suavidad) al
endospermo (ver modificadores en la Seccion 3.3),

en las generaciones segregantes éste expresa varios
grados de dureza o suavidad (es decir, varios niveles
de opacidad se observan en la mesa de luz; Figuras 15
y 16, Seccion 4.1.1.5). Un grano con genotipo 0202 6
0202 es normal, es decir que no es suave ni presenta
las caracteristicas de grano indeseables que se asocian
con el genotipo 0202 y, por lo tanto, es traslucido. Si
dichas caracteristicas estan ausentes, la accion contraria
de los modificadores, aunque estos estén presentes, no
es visible y, por lo tanto, no tiene importancia.

La mesa de luz se utiliza para seleccionar granos

que portan el genotipo 0202 empleando el grado de
opacidad como medida indirecta o caracteristica
secundaria de ese genotipo. Notese que los genotipos
0202 6 0202 pueden mostrar un grado insignificante
de suavidad.

4.1.1.5 ;Cémo se determina el grado de
modificacién y qué significa el puntaje de
modificaciéon?

Se utiliza una escala del 1 al 5 para evaluar el grado

de opacidad del grano; esto permite dar descripciones
claras de las distintas clases de modificacion y facilita
el andlisis estadistico. El porcentaje de opacidad se
evaltia en forma visual, como se ilustra en la Figura 16.

Tipo (puntaje de modificacion) 1: No es opaco
Tipo (puntaje de modificacion) 2: opaco al 25%
Tipo (puntaje de modificacion) 3: opaco al 50%
Tipo (puntaje de modificacion) 4: opaco al 75%
Tipo (puntaje de modificacién) 5: opaco al 100%

Un menor grado de opacidad indica una mayor accion
de los modificadores.

Los tipos 1 a 3 se pueden considerar QPM, siempre y
cuando se verifique su calidad de proteina.
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Figura 15. Granos de maiz que portan el gene
02 colocados con el embrién hacia abajo en la
mesa de luz. La opacidad de los granos varia,
indicando distintos grados de modificacion del
endospermo.

(Notese que la opacidad no siempre progresa
ordenadamente desde la parte superior del grano hasta la
base; esto se debe a que hay distintos genes modificadores
que convierten el endospermo suave en duro.)

e Es esencial identificar el genotipo 0202 en las
generaciones tempranas en el desarrollo de lineas
puras.

* Resulta indispensable utilizar la mesa de luz para
identificar aquellos granos que portan el gene 0202
en estado homocigoto recesivo.

Es preferible usar la mesa de luz a los marcadores
moleculares o los analisis de laboratorio, puesto
que resulta mas rapido y economico, especialmente
cuando es necesario seleccionar cientos o miles de
genotipos de las poblaciones segregantes.

e El grado de modificacion es casi (pero no
completamente) independiente de la calidad de
proteina. Por lo tanto, la mesa de luz no puede
sustituir los analisis de laboratorio que se llevan
a cabo en las tltimas etapas del mejoramiento
con el objeto de confirmar el contenido de lisina y
triptéfano.
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Figura 16. Granos de maiz en una mesa de luz,
ordenados segun el grado de modificacion.



4.1.1.6 ;Cuando se utiliza la mesa de luz?

Si se aplica el mejoramiento convencional, se lleva
a cabo la seleccion con mesa de luz en todas la
generaciones segregantes. Resulta particularmente
importante utilizarla en las generaciones tempranas
(de F2 a F6) durante la creacion de lineas puras.

4.1.1.7 ;Cual escala se debe seleccionar?

* En la generacion F2, se selecciona el puntaje de
modificacién 3.

* En las dos siguientes generaciones (F3 y F4), se
selecciona el puntaje de modificacion 2 6 3.

¢ En las otras generaciones avanzadas, se selecciona
el puntaje de modificacién 2.

4.1.1.8 El hecho de que se seleccione un
puntaje de modificacién particular en
las generaciones tempranas, ;significa
que el genotipo ya ha sido fijado?

Los modificadores son, en realidad, un juego de
genes menores. Por lo tanto, los granos seleccionados

por ser de tipo 3 en una generacion temprana
(por ejemplo, la F2) seguramente produciran una

Puntajes de la opacidad del
endospermo en la mesa de luz

Figura 17. Granos de maiz en una mesa de
luz (izquierda) y las clases de modificacion
en semilla F2 que desciende de maiz normal

cruzado con un donador QPM.
Fuente: Adaptado de Krivanek y Vivek (2006).

gran diversidad de tipos de grano en la siguiente
generacion como consecuencia de la segregacion
de genes menores. El grado de homocigocidad
incrementa con cada generacion endogamica. Cada
vez que la modificacion de tipo 2 es seleccionada,
se avanza hacia la fijacion de este grado de
modificacion en el grano. Lo ideal es que las lineas
puras QPM elite tengan los modificadores fijos con
un puntaje de 2, pero no es raro encontrar lineas
puras elite con un puntaje de 3.

4.1.1.9 ;Por qué no se deben seleccionar
los tipos 1,4y 5? o jpor qué sélo se
deben seleccionar los tipos 2 y 3?

Los granos de tipo 1 son completamente trasltcidos,
sin opacidad. Es posible que porten el gene 02

en estado homocigoto recesivo (0202) y que los
modificadores hayan vuelto el endospermo
completamente duro (lo cual es deseable). Sin
embargo, también es posible que estos granos sean
heterocigotos (0202) u homocigotos dominantes
(0202), en cuyo caso, tienen bajos niveles de

lisina y triptoéfano, y la dureza (modificacion) del
endospermo no es importante, ya que la suavidad
inducida por el 0202 sencillamente no esta presente
(ver el principio basico de la seleccién con mesa

de luz en la Seccion 4.1.1.4). La tinica forma de
establecer el estado alélico de los granos de tipo

1 (aparte de usar marcadores moleculares) es
realizar un andlisis de triptéfano en el laboratorio.
Sin embargo, este procedimiento es costoso y poco
préctico cuando se trata de seleccionar grandes
numeros de segregantes. Por lo tanto, no se
recomienda seleccionar los granos de este tipo.

Es casi seguro que el 0202 esta presente en los granos
de tipo 2; sin embargo, existe la posibilidad de que
un grano de tipo 1 haya sido clasificado como de tipo
2 por error. Por otra parte, también es posible que

un genotipo 0202 6 0202 presente un grado bajo de
opacidad. Por lo tanto, no se recomienda seleccionar
granos de tipo 2 en las generaciones tempranas, ya
que la prioridad es garantizar la presencia de 0202 en
dichas generaciones.

En los granos de tipo 3, la presencia del 0202 esta
garantizada. Se recomienda seleccionar este tipo
de grano en generaciones tempranas, puesto que



retne la presencia del 0202 (una prioridad mayor) y
una buena modificacion (que puede ser mejorada en
generaciones subsecuentes; ver la Seccion 4.1.1.8).

En los granos de tipo 4, la presencia del 0202 esta
garantizada, pero cuando se selecciona este tipo,
la probabilidad de obtener granos con buena
modificacion en las generaciones subsecuentes es
mucho menor que si se seleccionan los tipos 2 y 3.

Los granos de tipo 5 son completamente opacos, al
igual que el mutante 02 original. Estos granos tienen
un endospermo muy suave y ningtin modificador,
lo cual produce caracteristicas indeseadas como la
susceptibilidad a la pudricién de la mazorca, los
gorgojos y las cuarteaduras.

4.1.1.10 ;Es necesario seleccionar todas
las generaciones en la mesa de luz?
Si.

4.1.1.11 ;En qué momento se deben
enviar las muestras al laboratorio para el
analisis de triptéfano?

Se envian las muestras al laboratorio cuando el
puntaje de modificacién de la mayoria de los

granos es 2. Lo usual es realizar el primer analisis

de triptéfano en la generacion F3 o F4 (antes de la
primera cruza testigo).

4.1.1.12 ;Cuales son los pasos que se

siguen para seleccionar de manera eficaz

los modificadores del endospermo del
locus 02 en la generacién F2?

(Nota: Los tres pasos asentados a continuacion estan
dirigidos a las personas con menos experiencia en

la seleccion del QPM. Se recomienda seguirlos s6lo
para asegurar que se han seleccionados las clases de
modificacion deseadas. A medida que se adquiere
experiencia con el QPM, se pueden seleccionar las
clases de modificacion deseadas directamente de
lotes de maiz QPM cosechado y desgranado.)
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Primer paso: De cada poblacion F2, solo seleccione
las mazorcas que estan segregando para los
modificadores del endospermo (como las mazorcas
en el circulo inferior izquierdo en la Figura 18).
Deseche aquéllas que no muestran segregacion. En
otras palabras, las mazorcas seleccionadas deben
presentar algunos granos opacos (granos opacos
suaves y densos visibles en el olote). En mazorcas
con buena frecuencia de modificadores, alrededor
del 5% de los granos muestra una opacidad suave
completa (es decir que estos granos recibirian un
puntaje de 5).

Segundo paso:

® Desgrane en forma individual cada mazorca
en segregacion y separe todos los granos que
muestren algun grado de modificacion (es decir,
un puntaje de modificacion entre 2 y 5).

* Cuente los granos modificados y comparelos
con el nimero de granos normales. Los granos
totalmente modificados (normales) deben
constituir alrededor del 75% de todos los granos,
y los que presentan los tipos 2 a 5 de modificacién
deben alcanzar el 25%.

¢ Silos granos modificados suman en total mas del
25% esperado, revise el lote seleccionado una vez
mas y separe los granos normales. Si los granos
modificados representan menos del 25%, revise
una vez mas los granos que parecen normales
y escoja los modificados hasta alcanzar una
proporcion aproximada de 3:1. Este paso ayuda a
afinar la seleccion y evitar errores.

Figura 18. Ejemplo de mazorcas F2 segregando
para la modificacién del endospermo (los
granos totalmente blancos son completamente
opacos).



Tercer paso: Del 25% de granos modificados,
seleccione granos bien modificados con un puntaje
de 3. En las generaciones avanzadas, escoja granos
con un puntaje de 2.

4.1.2 Laboratorio de calidad de proteina

En general, las muestras se envian al laboratorio
para que se les analice el contenido de proteina y
triptofano en la etapa F3 o F4. En esta seccion se da
una introduccion a esos analisis y, en la Seccion 11.2,
se presentan en detalle los protocolos de laboratorio
que se usan en el analisis de proteina y triptofano.

Los materiales QPM presentan incrementos de las
concentraciones tanto de lisina como de triptéfano.
Estos incrementos deben ser monitoreados durante
el mejoramiento; sin embargo, sdlo el triptéfano es
analizado regularmente debido a que los valores
de lisina (Lis) y triptéfano (Trp) estan altamente
correlacionados. Lo normal es que el valor de lisina
sea cuatro veces mayor que el de triptéfano. Como
consecuencia de la bien establecida relacion entre
estos aminodacidos en la proteina de endospermo
del maiz opaco-2 (Hernandez y Bates, 1969; Villegas
et al.,, 1992), el triptéfano puede ser servir como el
parametro comun para evaluar la calidad nutritiva
de la proteina. Como se ilustra en la Figura 20, en
afos recientes se ha encontrado una alta correlacion
entre la lisina y el triptéfano (H. Cérdova y A.
Krivanek, 2006, com. pers.), lo cual confirma que es
innecesario analizar ambos aminoacidos.

Figura 19. Granos de maiz en una mesa de luz,
separados seguin sus puntajes de modificacion.
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Tratar de analizar el contenido de lisina tiene la
desventaja de que la reaccion colorimétrica que
forma parte de la evaluacion de lisina en grano
de maiz (Tsai et al., 1972) toma mucho tiempo y
su reproducibilidad es afectada por numerosos
factores, lo cual dificulta su uso para analizar
grandes nimeros de muestras; por ende, no

se recomienda usar el andlisis de lisina en un
programa genotécnico practico.

El analisis de laboratorio requiere de muestras

que contengan entre 20 y 30 granos cada una

(ver la Seccién 7). El andlisis se puede realizar

con granos enteros o con so6lo el endospermo. El
contenido de lisina y triptéfano del endospermo de
maiz suele ser deficiente, en tanto que el germen
tiene una composicion de aminoacidos bastante
constante y bien balanceada, sin importar cual

sea su genealogia. Se presenta en el Cuadro 7 una
comparacion de estos dos tipos de analisis.

En la Seccion 11.2 se detallan los protocolos de
laboratorio utilizados en los analisis de proteina
y triptéfano. El método HPLC utilizado en la
determinacion de lisina (Huang et al., 2006) es el

método mas confiable, pero también el mas costoso.

Si fuera necesario analizar el contenido de lisina de
las muestras, habria que mandarlos a hacer en un
laboratorio de buena reputacion.

6I|sma Triptéfano vs. lisina (n = 307)
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triptéfano

Figura 20. Correlacion entre el contenido
de lisina y de tript6fano en 307 muestras de

germoplasma de maiz tropical.
Fuente: H. Cérdova y A. Krivanek (2006, com. pers.).



Cuadro 7. Analisis de laboratorio del
endospermo comparado con el de grano entero.

Analisis del endospermo Andlisis de grano entero

Se retiran el pericarpio y el embrion
antes de moler el grano, por lo
que esto toma més tiempoy
requiere mas recursos (Cuadro 8).

El grano se muele entero, por lo
que esto toma menos tiempo y
requiere menos recursos
(Cuadro 8).

Los valores estimados de triptdfano, Los valores estimados de triptéfano,
proteina y lisina son mds bajos. proteina y lisina son un poco
mas altos.

Su uso resulta ideal en germoplasma  Su uso resulta ideal en las
elite y productos finales. generaciones segregantes.

Cuadro 8. Costos usuales de los analisis de
laboratorio.

Costo
(en EUAS por muestra)
Analisis Grano entero Endospermo
Preparacién de muestras 22 3.8
Nitrégeno 33
Triptéfano 2.5
Lisina 2.9

Notas: ® Los costos pueden variar segun el laboratorio.
¢ Con el método colorimétrico, normalmente
dos personas pueden analizar el contenido de
triptéfano de 160 muestras duplicadas en un
dia.

4.2 Interpretacion de los
resultados de laboratorio

Los valores de proteina y triptéfano que se obtienen
del laboratorio se refieren a cierto numero de
muestras y se expresan en porcentajes. Si el valor
correspondiente al triptofano es del 0.08%, esto

se refiere a la cantidad de triptdfano presente en
esas muestras y NO al porcentaje del mismo en la
proteina.

4.2.1 indice de calidad (IC)

El indice de calidad representa la proporcion
de triptéfano a proteina presente en la muestra,
expresada en un porcentaje. Por ejemplo:

e Si el triptéfano presente en la muestra = 0.08%
* y la proteina en la muestra = 10%,

e entonces el IC =100 * 0.08/10, lo cual =0.8
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4.2.2 Larelacion entre el IC, la cantidad
de proteinay la calidad de proteina

Debido a la relacién descrita en la Seccion 4.2.1,
existe una correlacion negativa entre

¢ la calidad y la cantidad de proteina

* el porcentaje de proteina y el IC

4.2.3 Valores de laboratorio que deben
considerarse durante la seleccion

A estas alturas, resulta obvio que el IC no indica la
cantidad de proteina. Por lo tanto, al interpretar los
resultados de laboratorio como base para hacer la
seleccion, hay que estar seguro que los valores de
proteina, de triptéfano y el IC superan los limites
aceptables descritos en el Cuadro 9.

4.2.4 En conclusion

¢ El andlisis de grano de entero se realiza en

generaciones segregantes tempranas, y el de
endospermo, en germoplasma elite y productos
finales.

Existe una correlacion entre los valores de lisina
y triptéfano. Por eso, se analiza (aunque no es
necesario) la lisina en el producto final so6lo si los
valores de triptdfano son aceptables.

No existen valores absolutos que “definen” el
QPM.

Siempre compare los valores del QPM con los de
los testigos de maiz normal.

Estudie la aptitud combinatoria y las
caracteristicas agrondmicas (Seccion 4.4.3).

Seleccione lo mejor que tenga y sea muy exigente.

Cuadro 9. Guia rapida para interpretar los
resultados de laboratorio.

(Todos los valores se dan en %) QPM Maiz normal
Proteina >=8 >=8

En proteina Lisina 4 2
Triptofano >0.65 <0.60

Grano entero  Endospermo
Enlamuestra Triptofano >0.075 >0.070
indice de calidad  >0.8 >0.7




4.3 Problemas que surgen en
el analisis de laboratorio del
triptéfano en el QPM (descritos
en la Seccion 11.2.3)

4.3.1 Breve resumen del analisis de
triptéfano

El procedimiento para analizar el porcentaje de
triptéfano en una muestra de QPM es el siguiente:

1 Se puede moler el grano entero o sélo el
endospermo.

2 Desgrase las muestras molidas con un aparato
Kjeldahl.

3 Agregue papaina (una enzima) para hidrolizar
(es decir, cortar) las proteinas.

4 Agregue una mezcla de dcido acético glacial
y H,SO, (4cido sulfurico) para inducir el
desarrollo de color (a morado) en la muestra.

5 Mida la intensidad del color con un
espectrofotometro a 560 nm. Una mayor
intensidad de color indica una mayor cantidad
de triptéfano. Se utiliza una férmula para
convertir el resultado del espectrofotémetro al
porcentaje de triptéfano en la muestra.

El paso mas critico y demandante de este
procedimiento es el desarrollo de color. Un
buen desarrollo de color se debe a las siguientes
reacciones quimicas.

acido acético + cloruro férrico = acido glioxilico

acido glioxilico + acido sulftrico + triptéfano (en la
muestra) = color (detectable a 560 nm)

4.3.2 El problema

Como consecuencia de las reacciones quimicas,

el acido acético normalmente contiene acido
glioxilico, que puede considerarse una impureza.
Sin embargo, en este caso, la impureza (es decir, el
acido glioxilico) reacciona con el triptéfano de la
muestra y garantiza el desarrollo de color. Por lo
tanto, aqui la “impureza” es deseada.
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Cabe sealar que la cantidad de “impureza” presente
en un lote de acido acético no es controlada y, por lo
tanto, distintos lotes de acido acético no producen

la misma intensidad de color (absorbancia con

un espectrofotdmetro) con una cantidad dada de
triptofano (o con la misma muestra). Por ende, hay
que probar el desarrollo de color con diferentes lotes
de acido acético para poder decidir cudl lote usar en
el analisis.

En resumen, un deficiente desarrollo de color debido

a los distintos grados de “impureza” presentes en

el acido acético causa problemas en los analisis

de triptofano. Los laboratorios mds importantes,

como el del CIMMYT o del IITA, han superado este

problema mediante:

* la compra de pequenas cantidades de diferentes
lotes de 4cido acético para probarlas y ver si
producen un desarrollo de color adecuado;

* una vez que se identifica un lote adecuado del
acido, se compran cantidades mas grandes
(suficiente para realizar analisis durante por lo
menos un ano) del mismo lote.

Empero, esta solucion no es viable en todos los
laboratorios, especialmente los localizados en Africa,
debido a:

¢ lafalta de personal bien calificado y

* los aspectos logisticos de pedir y probar muchos
lotes de acido acético y, luego, volver a pedir el
lote correcto. Esto implica muchas consideraciones
no técnicas como, por ejemplo, la posibilidad
de obtener acido acético en la localidad, su
importacion a través de fronteras internacionales,
los reglamentos aduanales, tiempo y dinero.

El problema de tener que probar distintos lotes
de acido acético es la principal razén por la cual
en el CIMMYT se estd validando otro método
para determinar el triptéfano (Nurit et al., 2007,
en preparacion). Si desea mas detalles, por favor
comuniquese con Natalia Palacios
(n.palacios@cgiar.org).



4.4 Componentes del
mejoramiento del QPM

4.4.1 Germoplasma fuente elite*

El mejoramiento o reciclado genealdgico es un
procedimiento utilizado para derivar, extraer y
generar lineas puras mediante el uso de cruzas entre
lineas elite (y/o VPL elite) como germoplasma fuente.
El retrocruzamiento es un término mas especifico
que se refiere al proceso de mejorar una caracteristica
especifica (por ejemplo, una linea de maiz normal se
mejora para convertirla en QPM) de una linea elite

al mismo tiempo que se mantiene, en gran parte, su
genealogia original.

La decision respecto a cual cruza realizar durante

el reciclado o retrocruzamiento debe tomarse

de manera cuidadosa y bien informada, ya que
determinara el perfil del producto, la razén
costo:beneficio y, por lo tanto, el buen resultado final
que el programa genotécnico lograra afios después.

i.  Enun programa de mejoramiento genealogico,
el avance genético dependera del grado de
superioridad del germoplasma fuente. El uso
del mejor germoplasma elite en un proyecto
dado garantiza que se lograra el mayor avance
genético posible. De todas las lineas avanzadas
que se tienen en un programa genotécnico, solo
se deben usar aquellas pocas que han probado
ser las mejores (tanto desde el punto de vista
agrondmico como de la aptitud combinatoria)
para iniciar un proyecto de mejoramiento
genealdgico. En el caso del QPM, esto garantiza
que los genotipos que resulten tendran toda,

o parte, de la configuracion genealdgica del
germoplasma donador.

ii. Es preciso asegurar que las dos lineas utilizadas
en una cruza compensen mutuamente sus
deficiencias en el hibrido generado (en adelante
denominado el hibrido fuente), puesto que
éste serd sometido a la endogamia durante
el proceso de generar lineas puras. En otras
palabras, los progenitores utilizados en una
cruza deben complementarse. Por ejemplo, una
linea pura puede no tener una caracteristica

especifica (resistencia a una enfermedad o, en
este caso, los componentes QPM), pero el hibrido
fuente tiene que poseer la gama completa de

las caracteristicas deseadas. Como este hibrido
es sometido a la endogamia durante varias
generaciones de autofecundacion, se van
escogiendo las lineas segregantes deseadas.

iii. Lo ideal es que las lineas utilizadas en una cruza
pertenezcan al mismo grupo heterdtico (cuando
éste se conoce). Si las lineas puras se derivan de
cruzas entre lineas del mismo grupo heterotico,
esto aumenta las probabilidades de que las
lineas resultantes muestren el maximo grado de
heterosis cuando ellas, a su vez, sean cruzadas
con lineas creadas de manera semejante, pero a
partir del grupo heterdtico opuesto. Si los grupos
heteréticos no se conocen o no se identifican
de manera clara, se pueden hacer, sin violar
los incisos (i) y (ii), cruzas entre fuentes de
germoplasma a fin de generar el hibrido fuente
(mas tarde es posible que se establezca que
la cruza es heterdtica, es decir, que las lineas
pertenecen a grupos heterdticos opuestos).

Los problemas que surgen en la generacion de QPM
seran evidentes en las secciones siguientes; por lo
tanto, a fin de aumentar las probabilidades de éxito,
los proyectos deben comenzar con un minimo de
cinco lineas elite (lineas puras o VPL), cuando existe
un gran numero de éstas.

4.4.2 Donadores QPM

La eleccion de un donador QPM tiene la misma
importancia que la eleccion de las lineas recurrentes
(receptoras) y, a veces, aun mayor, puesto que los
donadores tienden a emplearse repetidamente para
iniciar los proyectos genealdgicos de un programa
genotécnico. Si se elige un donador deficiente, esto
podria ocasionar un gasto excesivo o el desperdicio
de recursos.

En un programa de maiz normal, un donador es
una linea elite que posee una caracteristica que
compensa alguna deficiencia de la linea recurrente.
Incluso en un programa QPM, la linea QPM o VPL
que se escoge como donadora para un proyecto de

“ El germoplasma elite representa el mejor germoplasma de un programa genotécnico, pues tiene un comportamiento agronémico probado, buena aptitud

combinatoria y resistencia o tolerancia a factores adversos bidticos y ahiéticos.



conversion es generalmente la mas elite, pero con

un requerimiento adicional: debe conferir buena
modificacion del endospermo a las lineas recurrentes.
Este aspecto puede parecer contrario a la intuicion,
dado que una linea (o VPL), por el hecho de ser elite,
tiene que poseer buenos modificadores y la capacidad
de heredarselos a sus descendientes. El procedimiento
funciona como sigue:

¢ El gene 02 es un gene simple recesivo y, como tal,

muy facil de transferir a cualquier germoplasma.
Cuando se cruza una linea portadora del 02 con
un donador QPM, esto da como resultado la F1;
gracias a la autofecundacion subsecuente de la
F1, se generan segregantes para el locus 02 en una
proporcion de 1:2:1 (Figura 2). Sin embargo, la
transferencia de los modificadores de la textura
del grano es mas dificil porque en ella participan
muchos genes menores. Los mejoradores han
encontrado que algunas lineas puras son faciles
de convertir a QPM (es decir, es facil transferirles
el gene 02 y sus modificadores de aminoacidos y
grano) y otras no. Segun ellos, el mayor problema
radica en la transferencia de los modificadores

de la dureza del grano (ver la Seccion 3.3) y, en
menor grado, de los modificadores de aminoacidos
(Seccion 3.2) (a pesar de que estos ultimos son
conjuntos de muchos genes menores).

Aunque los investigadores apenas estan
comenzando a estudiar esta dificultad de la
conversion, es logico suponer que la composicion
genética del receptor o del donador, o ambos,
podria ser la causa del problema. Es necesaria
una gran prudencia al escoger un donador QPM,
porque sera utilizado repetidamente y lo mas
probable es que sea mejor caracterizado que el
resto del germoplasma elite.

Aunque una linea QPM sea elite y posea buena
calidad de proteina, puede no ser la mejor opcién como
donadora.

La capacidad de una linea QPM, una vez convertida,
de funcionar como donadora en proyectos
subsecuentes se evaltia segun la dificultad con

que se convirtié a QPM. Cuando se utilizan como
donadoras de QPM, las lineas puras (o VPL) que
fueron convertidas a QPM con facilidad, transfieren
sus modificadores con mas facilidad que las lineas

o VPL que fueron dificiles de convertir. Por ende, es
posible que las nuevas lineas QPM (o VPL) muestren
grados variables de la capacidad “donadora”, desde
excelente o buena hasta deficiente.

17

Existe otro tipo de estudio mas sistematico de los
donadores, en el que se cruza una serie de lineas
(o VPL) QPM elite (que muestren buena aptitud
combinatoria y buena calidad de proteina) con
lineas recurrentes no QPM utilizando el Disefio 11
de Carolina del Norte. En este sistema, los hibridos
son autofecundados con el objeto de formar

las poblaciones F2. Se compara la proporcion

de granos de los tipos 1, 2 y 3 (como los que se
observan en una mesa de luz en las Secciones
4.1.1.5y 4.1.1) presentes en las poblaciones F2
derivadas de cruzas entre un donador dado y todas
las lineas recurrentes no QPM, con la proporcion
presente en las poblaciones F2 generadas mediante
cruzas entre otros donadores QPM y las mismas
lineas recurrentes no QPM. Un buen donador es
aquel que presenta un porcentaje combinado alto
(cerca del 90%) de puntajes de modificacion 1, 2

6 3, cuando se le cruza con una gama de lineas
recurrentes.

La realizacion del procedimiento antes descrito,
con el objeto de diferenciar las lineas donadoras
buenas de las malas cada vez que se generan
nuevas lineas elite, no debe convertirse en un
ejercicio académico en los programas genotécnicos,
a menos que ése sea el objetivo especifico. Mas
bien, desde un punto de vista practico, este ejercicio
debe ser un paso (determinado sistematicamente)
en los proyectos genealdgicos dirigidos a crear
lineas puras. El procedimiento completo incluye los
siguientes pasos:

1 Cruce una serie de lineas recurrentes elite con
otra de donadoras cuya aptitud donadora se
desconoce.

2 Estudie las poblaciones F2 para detectar la
modificacién, como se mostro arriba.

3 Identifique las donadoras buenas y las malas.

4 Al mismo tiempo, identifique las lineas
F2 con alta frecuencia de modificadores
y clasifiquelas segtin el tipo de donadora
(excelente, buena, regular, deficiente).

5 Contintie la endocria de F2 selectas que

poseen una alta frecuencia de modificadores.
n ese momento, es posible que haya algunas

E t bl haya al

F2 con alta frecuencia de modificadores,

pero que descienden de cruzas entre lineas

que han sido identificadas como malas

donadoras. En otras palabras, las malas



donadoras pueden generar una alta frecuencia
de modificacion con ciertas lineas recurrentes
especificas, quiza debido a la contribucién de
la linea recurrente a los genes de modificacion.
Continuar con la endocria de este tipo de
cruzas F2 especificas.

Sin embargo, no utilice las lineas que han sido
identificadas como malas donadoras para iniciar
otros proyectos de conversion. Sélo se deben

usar buenas donadoras para comenzar nuevos
proyectos; a la larga, la serie actual de donadoras
sera remplazada por lineas puras mas nuevas que
han sido identificadas como buenas donadoras
utilizando el procedimiento arriba descrito. Debido a
las impredecibles incompatibilidades especificas que
pueden existir entre las donadoras y las receptoras,
siempre es preferible cruzar algunas donadoras
buenas con varias lineas recurrentes al iniciar
proyectos genealogicos.

Es importante reiterar que una donadora no sélo
debe tener buena capacidad de modificar el fenotipo
del grano, sino también ser “elite” en todos los
aspectos.

Con base en los procedimientos arriba descritos,

se clasificaron varias lineas QPM en los siguientes

cuatro grupos:

* Grupo 1 =Donadoras excelentes: CML144,
CML181f, CML176, CML150, CL-RCWQ83,
CML491. Estas funcionan bien con la mayoria de
las lineas.

¢ Grupo 2 = Buenas donadoras: CML173, CML154,
CML175.

* Grupo 3 = Donadoras regulares: CML181d,
CML182.

* Grupo 4 = Donadora deficiente: CML159.

Desde que se realiz6 esta clasificacion, se han
creado en el CIMMYT varias lineas nuevas, algunas
derivadas de donadoras buenas (por ejemplo, de

la CML176). Estas lineas descienden de buenas
donadoras, han sido mejoradas en otros aspectos

y son recomendadas para su uso inmediato en
programas genotécnicos.

18

Se debe tener en cuenta que el hecho de que existe
diversidad en la naturaleza es lo que hace posible
seleccionar lo bueno y descartar lo malo (es decir

que, sin diversidad, no seria posible el mejoramiento
genético). Gracias a la diversidad, las plantas han sido
dotadas, entre otras cosas, de resistencia o tolerancia al
estrés bidtico y abidtico. Por lo tanto, es indispensable
la conservacién a largo plazo de la diversidad genética.
Hay que tener en mente que el hecho de usar s6lo

una o unas cuantas lineas QPM como donadoras
puede socavar la base genética. Por otro lado, usar
donadoras malas s6lo para conservar la diversidad
disminuye la rapidez del avance genético. Por lo tanto,
es fundamental balancear las dos cosas.

4.4.3 Probadores QPM

Todos los programas de generacion de hibridos
tienen que hacer un gran esfuerzo por elegir

un probador apropiado para evaluar la aptitud
combinatoria de las lineas segregantes. Un
probador puede ser una linea pura, una VPL o un
hibrido simple. Un buen probador debe facilitar

la discriminacion entre genotipos con base en

la aptitud combinatoria y otras caracteristicas
deseadas, identificar productos hibridos tutiles que
se puedan utilizar directamente y ser compatible con
un programa de mejoramiento de maiz (Vasal et al.,
1997). Al seleccionar los probadores, es necesario
tomar en cuenta varios aspectos tedricos y practicos
(Banziger et al., 2000), como son:

* la amplitud de la base genética del probador;
* siéste debe ser de alto o bajo rendimiento;

* sidebe poseer una alta o baja frecuencia de las
caracteristicas deseadas;

* sidebe tener buena o mala aptitud combinatoria
general;

* cuantos probadores se utilizaran;
* cuantos grupos heterdticos se estan manejando, y

* silos probadores deben estar emparentados o no.

En la practica, un probador de un programa
genotécnico suele ser una linea elite, una VPL elite o
una cruza simple entre lineas elite del mismo grupo
heterotico. Un programa generalmente cuenta con
dos grupos heterdticos, como minimo.



Cabe senalar que dar una explicacion de cémo se
identifica un probador va mas alla de los alcances
de este manual. Por lo tanto, recomendamos a los
interesados en el tema que consulten libros de texto
sobre el mejoramiento de maiz o articulos cientificos
que traten el tema de la aptitud combinatoria.

Enseguida aparecen varios listados de las
consideraciones practicas que conviene tener en
mente al identificar o seleccionar los probadores.

Uso de los grupos heteroticos:
v" Usar por lo menos dos grupos heterdticos, mas

un probador proveniente de cada grupo.

v" Los grupos heteroticos deben escogerse con
cuidado a fin de asegurar la maxima heterosis

entre ellos.

Seleccion de una linea pura o una VPL como
probador:

v" Utilice una linea pura o una VPL como
probador si el producto final que busca es un
hibrido simple o mestizo. Esto hace posible
identificar el producto final durante los ensayos
de generaciones tempranas.

Los probadores deben poseer buenos efectos de
aptitud combinatoria general (ACG).

El comportamiento per se del probador (su
rendimiento, fortaleza del tallo, resistencia a
enfermedades) debe ser razonablemente bueno.

Seleccion de un probador que sea cruza simple:

v" Utilizar un probador que sea cruza simple si

el producto final es una cruza trilineal, ya que
esto hara posible la identificacion de dicho
producto durante los ensayos de generaciones
tempranas.

Las lineas puras que constituyen un probador
de cruza simple deben tener buenos efectos de
ACG.

Las lineas puras que constituyen un probador
de cruza simple deben pertenecer al mismo
grupo heterdtico.

El comportamiento per se de las lineas puras
que constituyen un probador de cruza simple
debe ser razonablemente bueno.

La depresion endogamica del probador hibrido
debe ser soportable => un probador de cruza
simple debe rendir bastante bien para ser

apto para usarse como progenitor hembra de
hibridos mestizos o dobles.
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Una vez identificados los probadores, el
germoplasma tiene que ser clasificado por grupo
heterotico. En los programas genotécnicos bien
establecidos, el germoplasma generalmente

ya esta debidamente clasificado por grupo
heterotico. Los programas nuevos que todavia no
han efectuado esta clasificacién, deben tratar de
hacerla cuando antes.

Durante el proceso de probar la aptitud
combinatoria, también es posible clasificar las
nuevas lineas puras en grupos heteréticos (cuando
éstos no se conocen) o confirmar los patrones
heteroticos de las lineas generadas a partir de
cruzas dentro del mismo grupo heterético. Por

lo general, la aptitud combinatoria se prueba por
primera vez en la fase S1 (F3) o S2 (F4). Es usual
que los programas genotécnicos hagan cruzas de
prueba y evalten cientos de lineas de generacion
temprana en por lo menos cinco localidades-
objetivo. Se selecciona y se avanza entre un 5

y un 20% de las mejores lineas. Para cuando la
aptitud combinatoria se prueba por segunda

vez, usualmente en la fase S3 (F5) o S4 (F6), las
lineas seleccionadas estan casi fijas y pueden ser
cruzadas con otros probadores para identificar
los productos finales. En esta etapa, generalmente
se utiliza un nimero mayor de localidades para
ensayar e identificar los hibridos.

Una vez que un hibrido QPM prometedor ha sido
identificado siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente, es necesario analizar la calidad

de proteina del grano producido por este hibrido
(puesto que los agricultores lo utilizaran). El grano
que se utiliza en el analisis puede provenir de las
lineas F1 de un ensayo. Se cubren con bolsas los
jilotes de dos o tres plantas de las parcelas elegidas
y se efecttia polinizacién cruzada (apareamiento
de hermanos) de planta a planta. Esto simula la
polinizacion cruzada que se da entre las plantas
de una poblacion hibrida sembrada en el campo
de un productor; la cosecha recogida representa el
grano que éste cosecharia. Por ultimo, se recogen
muestras del grano producido mediante estas
polinizaciones y se envian al laboratorio para

que su contenido de triptéfano y proteina sea
analizado (Seccién 11.2).



Recuerde que:

Los grupos heteréticos son hechos por el hombre (y,
por lo tanto, son sujetivos) y que clasificar las lineas
puras en grupos heterdticos es un procedimiento en
constante evolucion.

Es importante clasificar los materiales en grupos
heteréticos, ya que el uso correcto de estos

grupos incrementa las probabilidades de éxito. El
fitomejoramiento es una mera “loteria” y los grupos
heteréticos aumentan la probabilidad de identificar
un buen genotipo. Esto, a su vez, determina la
rapidez del avance genético y los beneficios
generados por la inversion (es decir, los costos de
identificar el producto final).

Todos los programas genotécnicos deben, en el
mediano o largo plazo, empezar a clasificar su
germoplasma en grupos heterdticos.

En el corto plazo, la falta de conocimiento del
patron heterético de una linea dada no debe
impedir su utilizacion, puesto que una linea elite no
clasificada puede ser usada en cruzas genealdgicas
con germoplasma elite proveniente de varios
grupos heteroticos. Aunque la probabilidad de
éxito es menor en tales casos, peor seria no usar este
germoplasma para nada.

Por lo tanto, utilice los grupos heteréticos como
herramientas, no como normas restrictivas.
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4.5 Métodos para mejorar el QPM
Muchos de los procedimientos descritos en esta
seccion son, en principio, los mismos que los
empleados para mejorar el maiz normal, salvo que
los protocolos del mejoramiento del QPM deben,

a cada paso, tener por objeto aumentar al maximo
la frecuencia de los modificadores. Los protocolos
que se presentan enseguida son modificaciones y
adaptaciones de los creados en el CIMMYT, segtn
informaron (mediante comunicaciones personales y
algunos informes internos del Centro), en distintos
momentos, varios cientificos del CIMMYT (Cérdova,
Pixley, Vasal, Vergara).

He aqui una ilustracion esquematica de la conversion
a QPM de una linea de maiz normal, para ayudar al
lector a visualizar todo el procedimiento (descrito en
los Cuadros 10 y 11).



Diagrama
esquematico que
ilustra la conversion
a QPM de unalinea
de maiz normal (no
QPM), segun los
protocolos siguientes

A = progenitor donador de QPM B = Progenitor recurrente normal (no QPM)

(adaptados de
Vergara y Cérdova,
del CIMMYT en
México, comunicacion
personal).
Ciclo 1: (AxB) F1
Ciclo 2 (AxB) F2
Extraer el ADN para el
analisis de marcadores,
si se utiliza MAS
Ciclo 3 (AxB)xB BC1F1
Ciclo 4 ((AxB)xB) F2 BC1F2
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((AxB)xB) BC1F2 B

Ciclo 5 (((AxB)xB)xB BC2F1

Ciclo6 (((AxB)xB)xB)xB BC3F1
Ciclo7 (((AxB)xB)xB)xB)) BC3F2 = Linea convertida a QPM

Ciclo8 (((AxB)xB)xB)xB))=BC3F3 = Incremento de semilla de la linea convertida
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Cuadro 10. Conversion a QPM de una VPL normal.

Temporada
ideal Objetivos Materiales que deben sembrarse Instrucciones
1) Menor Formar la Si se usa una linea pura como donador: Haga una mezcla con el polen de 75 plantas del progenitor
F1 (B(on) Sembrar 1 surco (17 a 26 plantas) del donador QPM (Q)  recurrente (N) y polinice 5 plantas donadoras (Q) para formar la
y 20 surcos (minimo 250 plantas) del progenitor F.. Elimine las espigas de las plantas del progenitor recurrente una
recurrente (N) VPL. vez mezclado el polen. Repetir la mezcla de polen y la polinizacion
del donador dos veces mds. Usar por lo menos 200 plantas del
progenitor recurrente VPL. Cosechar y seleccionar un minimo de 10
mazorcas F1 limpias (sin pudricién). De las mazorcas seleccionadas,
hacer una mezcla de semilla F1 de cada familia.
(Si no se cuenta con un buen donador, sembrar3 a5 (Si se tienen muchos progenitores donadores, formar de 3a 5 F1
posibles progenitores donadores.) de cada uno. Cosechar y seleccionar por lo menos 10 mazorcas F1
limpias de cada familia. Por separado, hacer una mezcla de semilla
F,decada familia.)
1) Menor Formar la Sise usa una VPL como donador: Haga una mezcla con el polen de 75 plantas del progenitor
F, (BC,F1) Sembrar 20 surcos (minimo 250 plantas) del progenitor  donador VPL y polinice 75 plantas del progenitor recurrente (N)
recurrente (N) VPL. Sembrar 20 surcos (minimo 250 para formar la F.. Elimine las espigas de las plantas donadoras
plantas) del donador QPM (Q) VPL. una vez hecha la mezcla de polen. Repetir la mezcla de poleny la
polinizacion del progenitor recurrente dos veces mds. Use al menos
200 plantas del progenitor recurrente VPLy 200 del donador VPL.
Cosechar y seleccionar un minimo de 20 mazorcas F, limpias (sin
pudricion). De las mazorcas seleccionadas, hacer una mezcla de
semilla F1 de cada familia.
(Si no se cuenta con un buen donador, sembrar3 a5 (Si se tienen muchos progenitores donadores, formar de 3a 5 F1
posibles progenitores donadores.) de cada uno. Cosechar y seleccionar por lo menos 10 mazorcas F1
limpias de cada familia. Por separado, hacer una mezcla de semilla
F1 de cada familia.)
2)Principal ~ Avanzarala  Sembrar 15 surcos (255 a 390 plantas) de una mezcla Seleccionar plantas sanas y resistentes a enfermedades que poseen
Fz(Bcon) dela F, (0, sihay 3 a5 familias F1, sembrar 15 surcos de  otras caracteristicas agrondmicas convenientes. Autopolinice todas

cada una).

las plantas F1 seleccionadas para avanzarlas a F2. Polinizar un
minimo de 100 plantas.

Enla cosecha, seleccionar por lo menos 30 mazorcas sanas, hacer
una mezcla de semilla F2 y guardar las semillas restantes para que
representen la poblacion F2.

Sobre la mesa de luz, seleccionar la escala de modificacion del
endospermo 3 (se puede escoger la escala 2 si no se tiene una
cantidad suficiente de semilla de escala 3). Por lo tanto, ~80%
de la semilla serd rechazada con la escala 1 (~75% es maiz
normal 0202 6 0202 y ~5% es 0202 completamente modificado
y, por lo tanto, no se distinguen) y otro ~10% es 0202 opaco

y mal modificado (escala del 4 al 5). En promedio, sélo ~10%

de la semilla sobrevivird a esta seleccion (dependiendo del
germoplasma).

Si se utilizo més de un donador QPM, enviar una muestra de 20
semillas (seleccionadas por poseer la modificacién 3) de cada
familia F, al laboratorio para el andlisis de triptdfano en grano
entero, que posibilitard la seleccion en familia. Los andlisis se
tardan por lo menos 1 mes. Eliminar todas las familias F2 que
presenten niveles de triptéfano por debajo del 0.075%.
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Cuadro 10. continua...

Temporada
ideal Objetivos  Materiales que deben sembrarse Instrucciones
3) Menor Formarla Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia 0202

BCF,

F, con el mayor contenido de triptofano. Sembrar slo
1 semilla por golpe.

Sembrar 10 surcos (170 a 260 plantas) del progenitor
recurrente (N) de cada lado para poder hacer la
comparacion fenotipica.

Seleccionar de una misma familia las plantas cuyas caracteristicas
fenotipicas son semejantes a las del progenitor recurrente (seleccion
de la base genética segun el fenotipo). Hacer una mezcla con el polen
de 75 plantas del progenitor recurrente N y polinizar las plantas

F2 seleccionadas para formar la BC1F1. Eliminar las espigas de las
plantas del progenitor recurrente una vez hecha la mezcla de polen.
Repetir la mezcla de polen y la polinizacién de la BCOF2 dos veces
mas. Usar un minimo de 200 plantas del progenitor recurrente VPL.

En el momento de la cosecha, seleccionar 20 mazorcas sanas. Formar
una familia compuesta y balanceada, y guardar la semilla restante
para que represente a laBCF,.

4) Principal ~ Avanzarala
BCF,

Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia
compuesta y balanceada BC1F..

Seleccionar plantas vigorosas, resistentes a enfermedades, que
poseen caracteristicas agronomicas convenientes. Autopolinizar
todas las plantas seleccionadas para avanzarlas a la BC F,. Polinizar
un minimo de 75 plantas para incrementar la frecuencia de los
modificadores.

En la cosecha, seleccionar por lo menos 30 mazorcas resistentes a

a pudricion; desgranar cada mazorca y colocar el grano en sobres
separados. Cada mazorca BC F, debe examinarse en la mesa de luz
para seleccionar las que tienen granos con una modificacion 2 6 3. Las
mazorcas seleccionadas deben presentar una frecuencia mayor

de granos con buena modificacion.

Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC F, (que fue
seleccionada por presentar la modificacién 2 6 3) y enviarla al
laboratorio para el andlisis de triptdfano en grano entero.

5) Menor Formar la
BCF,

Sembrar cada familia BC,F, seleccionada mazorca por
surco (~30 surcos). Sembrar sélo 1 semilla por golpe.

Sembrar 10 surcos (170 a 260 plantas) del progenitor
recurrente (N) de cada lado para poder hacer la
comparacion fenotipica.

Eliminar todos los surcos con niveles de triptéfano por debajo del
0.075% y dejar de 8 a 10 familias. Ensequida seleccionar, en la
misma familia, aquellas plantas resistentes a enfermedades que
poseen caracteristicas agronémicas deseables y un fenotipo similar
al del progenitor recurrente (seleccion de la base genética segun el
fenotipo).

Hacer una mezcla con el polen de 75 plantas del progenitor recurrente
(N) y polinizar las plantas seleccionadas de los surcos familiares BCF,
seleccionados para formar la BCF.. Una vez que se recoge el polen

de una planta, desespigarla para que no se vuelva a usar. Repetir la
mezcla de polen y la polinizacion del progenitor recurrente dos veces
mas. Usar un minimo de 200 plantas del progenitor recurrente VPL.

En la cosecha, seleccionar las 10 mejores mazorcas resistentes a la
pudricion de una misma familia BC,F.. Formar una familia compuesta
y balanceada con el mismo ndmero de granos de las mazorcas
seleccionadas de cada familia para que representen a la BCF..
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Cuadro 10. continua...

Temporada
ideal Objetivos  Materiales que deben sembrarse Instrucciones

6) Principal Avanzarala  Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia Seleccionar plantas vigorosas, resistentes a enfermedades, que
BCF,? compuesta y balanceada BCF,. tienen otras caracteristicas agrondmicas deseables. Autopolinizar
todas las plantas seleccionadas para avanzarlas a la BC,F.. Polinizar
un minimo de 75 plantas para incrementar la frecuencia de
modificadores.

En la cosecha, seleccionar por lo menos 30 mazorcas resistentes a
la pudricion; desgranar cada mazorca en un sobre por separado.
(Cada mazorca BCF, debe examinarse en la mesa de luz a fin de
seleccionar los granos con la modificacién grado 2. Las mazorcas
seleccionadas deben tener una mayor frecuencia de granos con
buena modificacién.

Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC F,
(seleccionada por poseer la modificacion 2) y enviarla al laboratorio
para el andlisis de triptéfano en grano entero.

7) Menor Formar la Sembrar cada familia BC F, seleccionada mazorcapor  Primero, seleccionar las familias seqiin el analisis de triptofano y
BCF, surco (~30 surcos). Sembrar sélo 1 semilla por golpe.  eliminar todas las que presenten menos de un 0.075% del mismo,
dejando entre 8y 10 familias. Enseguida, seleccionar entre las
familias y dentro de una misma familia, las plantas resistentes
al acame y a las enfermedades, cuyas caracteristicas fenotipicas
son similares a las del progenitor recurrente (seleccion de la base
genética segun el fenotipo).

Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) del progenitor Compare las caracteristicas agronémicas de cada familia BCF, con

recurrente (N) de cada lado para poder hacer la las del progenitor recurrente y sélo polinice las mejores familias

comparacion fenotipica. que se parecen a dicho progenitor. Haga una mezcla con el polen
de 75 plantas del progenitor recurrente (N) y polinice todas las
plantas seleccionadas de los surcos familiares BC.F, para formar la
BCF,. Desespigue todas las plantas para evitar que se vuelvan a
usar. Repita la mezcla de polen y la polinizacion dos veces mas.

En la cosecha, seleccione un minimo de 20 mazorcas de cada
familia. Forme una familia compuesta y balanceada utilizando
todas las mazorcas seleccionadas de cada familia BCF, para que
representenalaBCF,.

8) Principal ~ Avanzarala  Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de cada familia Seleccione las plantas con resistencia a enfermedades y otras
BCF, compuesta y balanceada BCF.. caracteristicas agronémicas. Autopolinice todas las plantas
seleccionadas en cada familia BC.F, para avanzarlas a la BCF.
Compare las caracteristicas agronémicas de cada familia con las
del progenitor recurrente, y autopolinice las mejores familias que
resulten similares.

Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) del progenitor En la cosecha, seleccione las mejores 30 mazorcas resistentes a
recurrente (N) de cada lado para poder hacer la la pudricion en cada familia BC.F; desgrane cada mazorca en un
comparacion fenotipica. sobre separado. Cada mazorca BC,F, debe ser examinada en la

mesa de luz; seleccionar sélo aquéllas con una alta frecuencia de
la modificacién 2. Las mazorcas sin granos modificados deben ser
descartadas.

¢ Se puede formar la BC3F1 en esta etapa cruzando la BC2F1 con el progenitor recurrente. Luego se forma la BC3F2 y se utiliza como el producto final de la conversion. El mejorador
puede decidir hacer una tercera retrocruza, dependiendo de si, para esta etapa, se han recuperado en grado suficiente las caracteristicas del progenitor recurrente.
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Cuadro 10. continua...

Temporada

ideal Objetivos  Materiales que deben sembrarse Instrucciones
Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC/F,
(seleccionada por poseer la modificacion 2) y enviarla al laboratorio
para el andlisis del contenido de triptéfano y proteina en el
endospermo.

9) Menor Avanzarala  Sembrar cada familia BC,F, seleccionada mazorcapor  Seleccionar slo aquellas familias con alto contenido de proteina

BCF,

surco (~30 surcos).

Intercalar 3 surcos del progenitor recurrente (N) entre
cada 10 familias para la comparacién fenotipica.

y triptdfano. Autopolinizar las mejores 8 plantas de la BC.F, para
avanzarlaala BCF,.En la cosecha, seleccionar las mazorcas
resistentes a la pudricion.

Compare cada BC,F, agrondmicamente con el progenitor
recurrente (N) y seleccione la mejor familia que también tenga un
alto contenido de proteina y triptofano.

10) Principal ~ Formar
cruzas de
prueba

Sembrar las familias BCF, seleccionadas y la linea
normal.

Cruzar una linea normal y otra convertida a QPM con un probador
apropiado del grupo heterético opuesto.

11y12) Ensayo de
rendimiento

Cruzas de prueba.

Compare el desempefio de la linea normal con ladelaQPMen3a5
ambientes a fin de confirmar que tienen un desempefio semejante.

Cuadro 10a. Costos aproximados de convertir una VPL a QPM.

Linea pura donadora VPL donadora
Costos aproximados Surcos Surcos Muestras Muestras
Ndmero total de surcos o muestras de laboratorio 216 235 120 120
Costo por surco o muestra (en $ EUA) 6 6 47 47
Costo total (en $ EUA) 1296 1410 654 654
Costo total de convertir una linea (en $ EUA) 1950 2064

El costo del andlisis de triptdfano es de EUA $2.20 por preparar la muestra, mas EUA
$2.50 por el andlisis. El costo del analisis del contenido de proteina es de EUA $3.30.
Un valor més confiable de la calidad de proteina es utilizar el % de triptéfano en la

proteina total (en vez del % del peso de la harina), pero esto hace que la conversion

sea mas costosa.

La conversion toma 4.5 afios (en ambientes donde se pueden realizar dos ciclos

por afio), pero pueden reducirse a 4 si se elimina el ciclo 6 y se hace una retrocruza
directa de la BC2F, ala BC3F; sin embargo, en este caso es posible que se pierdan la
modificacion de la dureza del endospermo y la calidad de proteina.
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Cuadro 11. Conversion de una linea de maiz normal a QPM.

Temporada
ideal Objetivos  Materiales que hay que sembrar Instrucciones
1) Menor FormarlaF,  Siseusa una linea pura como donador: Hacer una mezcla con el polen de las plantas del progenitor
(BCOF1) Sembrar 1surco (17 a 26 plantas) de cada uno de recurrente (N) y polinizar todas plantas del donador (Q) para formar
los progenitores: donador QPM (Q) y progenitor laF,. Cosechar y seleccionar por lo menos 2 3 mazorcas F1 limpias
recurrente (N). (sin pudricién). De las mazorcas seleccionadas, hacer una mezcla con
a semilla F1 de cada familia.
(Sino se cuenta con un buen donador, sembrarde (i se tienen muchos progenitores donadores, formar de 3a 5 F1
3 a5 posibles progenitores donadores.) de cada uno. Cosechar y seleccionar por lo menos 2 6 3 mazorcas
F1 limpias de cada familia. Por separado, hacer una mezcla con la
semilla F1 de cada familia.)
FormarlaF,  Siseusaun donador que es VPL: Hacer una mezcla con el polen de 75 plantas del progenitor VPLy
(BCF) Sembrar 1 surco (17 a 26 plantas) del progenitor polinizar 5 plantas del progenitor recurrente (N) para formar la F..
recurrente (N). Sembrar 20 surcos (un minimo de Desespigar las plantas una vez hecha la mezcla de polen. Repetir
250 plantas) del donador QPM (Q) VPL. la mezcla de polen y la polinizacion dos veces mas. Usar por lo
menos 200 plantas del progenitor VPL. Cosechar y seleccionar un
minimo de 20 mazorcas F1 limpias (sin pudricién). De las mazorcas
seleccionadas, hacer una mezcla con la semilla F1 de cada familia.
(Sino se cuenta con un buen donador, sembrarde  (Si se tienen muchos progenitores donadores, formar de 3a 5 F1
3 a5 posibles progenitores donadores.) de cada uno. Cosechar y seleccionar por lo menos 20 mazorcas F1
limpias de cada familia. Por separado, hacer una mezcla con la
semilla F1 de cada familia.)
2) Principal Avanzarala  Sise usauna linea pura como donador: Seleccionar plantas sanas, resistentes a enfermedades, y con otras
F2 (B(on) Sembrar 1surco (17 a 26 plantas) de la mezcla de caracteristicas agronémicas deseables. Autopolinizar todas las

la F1 (0, si hay entre 3y 5 familias F1, sembrar 1
surco de cada una).

Sise usa un donador que es VPL:

Sembrar 15 surcos (255 a 390 plantas) de la
mezcladela F1 (o, si hay entre 3y 5 familias F1,
sembrar 10 a 15 surcos de cada una).

plantas F, seleccionadas para avanzarlas a la F.. Polinizar por lo
menos 12 plantas.

En la cosecha, seleccionar por lo menos 10 mazorcas sanas; hacer
una mezcla con la semilla F, (~5000) y guardar la semilla restante
para que represente la poblacion F..

Seleccionar plantas sanas, resistentes a enfermedades, y con otras
caracteristicas agronémicas deseables. Autopolinizar todas las
plantas F, seleccionadas para avanzarlas a la F.. Polinizar un minimo
de 100 plantas.

En la cosecha, seleccionar un minimo de 30 mazorcas sanas; hacer
una mezcla de semilla F (~5000) y guardar la semilla restante para
que represente la poblacion F..

Enla mesa de luz, seleccionar la escala de modificacion 3 (se puede
escoger la 2 si no se tiene una cantidad suficiente de semilla para
la escala 3). Por lo tanto, ~80% de la semilla sera rechazada con la
escala 1(~75% de maiz normal 0202 6 0202 y ~5% de maiz 0202
completamente modificado y, por ende, no distinguible del otro) y
otro ~10% de maiz 0202 opaco o mal modificado (escala de 4a 5).
En promedio, sélo ~10% de la semilla sobrevivird a esta seleccién
(dependiendo del germoplasma).

Si se utilizo mas de un donador QPM, enviar una muestra de 20
semillas (seleccionadas por poseer la modificacion 3) de cada familia
F, al laboratorio para el andlisis de triptdfano en grano entero que
facilitard la seleccion en la misma familia. Dicho analisis tarda 1 mes.
Eliminar todas las familias F2 con niveles de triptéfano por debajo
del 0.075%.

27



Cuadro 11. continda....

Temporada
ideal Objetivos  Materiales que hay que sembrar Instrucciones
3) Menor Formar la Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia
BC/F, 0202 F, seleccionada que tiene el mayor contenido
de tript6fano. Sembrar sélo 1 semilla por golpe.
Sembrar 2 surcos (34 a 52 plantas) del progenitor ~ Seleccionar, dentro de una misma familia, las plantas cuyas
recurrente (N) de cada lado para hacer la caracteristicas fenotipicas son semejantes a las del progenitor
comparacion fenotipica. recurrente (seleccion de la base genética segun el fenotipo). Hacer
una mezcla con el polen de 34 a 52 plantas del progenitor recurrente
Ny polinizar las plantas F, seleccionadas para formar la BCF..
En la cosecha, seleccionar 20 mazorcas sanas. Formar una familia
compuesta y balanceada, y guardar la semilla restante para que
represente la BCF..
4) Principal Avanzarala  Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia Seleccionar plantas vigorosas, resistentes a enfermedades y que
BC.F, BC,F, compuesta y balanceada. tienen otras caracteristicas agronémicas deseables. Autopolinizar
todas las plantas seleccionadas para avanzarlas a la BCF.. Polinizar
por lo menos 75 plantas a fin de incrementar la frecuencia de los
modificadores.
En la cosecha, seleccionar un minimo de 30 mazorcas resistentes
ala pudricion; desgranar cada mazorca en un sobre por separado.
(ada mazorca BC,F, debe ser examinada en la mesa de luz a fin de
seleccionar aquéllas con granos modificados grado 2 y 3. Seleccionar
por lo menos 20 mazorcas que tienen una mayor frecuencia de
granos con buena modificacién.
Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC.F,
(seleccionada por poseer la modificacién 2 6 3) y enviarla al
laboratorio para el andlisis de triptéfano en grano entero.
5) Menor Formara Sembrar cada familia BC F, seleccionada mazorca  Eliminar todos los surcos con niveles de triptdfano por debajo del
BCF, por surco (~20 surcos). Sembrar sélo 1semillapor  0.075%, dejando de 2 a 4 familias. A continuacion, seleccionar

golpe.

Sembrar 2 surcos (34 a 52 plantas) del progenitor
recurrente (N) de cada lado para hacer la
comparacion fenotipica.

entre las familias las plantas que son resistentes a enfermedades
y tienen caracteristicas agronémicas deseables y un fenotipo
semejante al del progenitor recurrente (seleccién de la base
genética segun el fenotipo).

Hacer una mezcla con el polen de 34 a 52 plantas del progenitor
recurrente (N) y polinizar todas las plantas seleccionadas de los
surcos de la familia BC F, para formar la BCF,. Una vez recogido
el polen de una planta, hay que desespigarla para evitar que se
vuelva a usar.

En la cosecha, seleccionar un minimo de 10 mazorcas superiores
resistentes a la pudricion de una familia BC F.. Formar una familia
compuesta y balanceada con el mismo ndmero de granos de las
mazorcas seleccionadas de cada familia, para que represente a la
BCF.
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Cuadro 11. continua...

Temporada
ideal

Objetivos

Materiales que hay que sembrar

Instrucciones

6) Principal

Avanzarala
BCF,°

Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de la familia
BC,F, compuesta y balanceada.

Seleccionar plantas vigorosas resistentes a enfermedades y que
tienen otras caracteristicas agronémicas deseables. Autopolinizar
todas las plantas seleccionadas para avanzarlas a la BCF.. Polinizar
por lo menos 75 plantas a fin de incrementar la frecuencia de los
modificadores.

En la cosecha, seleccionar un minimo de 30 mazorcas resistentes

a la pudricion; desgranar cada mazorca en un sobre por separado.
(ada mazorca BC f, debe ser examinada en la mesa de luz para
seleccionar aquéllas con granos modificados de grado 2. Seleccionar
por lo menos 20 mazorcas que tienen una mayor frecuencia de
granos con buena modificacién.

Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC F,
(seleccionada por presentar la modificacion 2) y enviarla al
laboratorio para el andlisis de tritptofano en grano entero.

7) Menor

Formar la
BCF,

Sembrar cada familia BCZF2 seleccionada mazorca
por surco (~20 surcos). Sembrar sélo 1 semilla por

golpe.

Sembrar 2 surcos (34 a 52 plantas) del progenitor
recurrente (N) de cada lado para hacer la
comparacion fenotipica.

Primero, seleccionar las familias con base en el analisis de triptéfano
y eliminar todas las familias con niveles por debajo de 0.075 %,
dejando de 2 a 4 familias. A continuacion, seleccionar entre las
familias y dentro de éstas las plantas resistentes al acame y las
enfermedades que tienen caracteristicas fenotipicas semejantes a
las del progenitor recurrente (seleccion de la base genética segun el
fenotipo).

Hacer una mezcla con el polen de 34 a 52 plantas del progenitor
recurrente (N) y polinizar todas las plantas seleccionadas de los
surcos de la familia BCF, para formar la BCF.. Desespigar todas
las plantas utilizadas para evitar que se vuelvan a usar. Comparar,
desde el punto de vista agronémico, cada familia BCF, con el
progenitor recurrente y polinizar sélo las mejores familias que se
parecen al progenitor recurrente.

Enla cosecha, seleccionar por lo menos 10 mazorcas de cada familia.
Formar una familia compuesta y balanceada con todas las mazorcas
seleccionadas de cada familia BCF, para que represente la BCF..

8) Principal

Avanzarala
BCF,

Sembrar 5 surcos (85 a 130 plantas) de cada
familia BCF, compuesta y balanceada.

Sembrar 2 surcos (34 a 52 plantas) del progenitor
recurrente (N) de cada lado para hacer la
comparacion fenotipica.

Seleccionar plantas resistentes a enfermedades y que tienen otras
caracteristicas agronémicas deseables. Autopolinizar todas las
plantas seleccionadas en cada familia BCF, para avanzarlas a la
BCF,. Comparar, desde el punto de vista agrondmico, cada familia
con el progenitor recurrente y autopolinizar las familias que son
similares al progenitor recurrente.

En la cosecha, seleccionar las 20 mazorcas superiores y resistentes
ala pudricién de cada familia BCF.; desgranar cada mazorca en
un sobre por separado. Cada mazorca BC,F, debe ser examinada
sobre la mesa de luz a fin de seleccionar sélo aquéllas con una alta
frecuencia de granos con modificacion 2. Las mazorcas sin granos
modificados deben ser descartadas.

*Se puede formar la BCF, en esta etapa cruzando la BCF, con el progenitor recurrente. Luego se forma la BCF, y se utiliza como el producto final de la conversién. El mejorador
puede decidir hacer una tercera retrocruza, dependiendo de si, para esta etapa, se han recuperado en grado suficiente las caracteristicas del progenitor recurrente.
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Cuadro 11. continda....

Temporada

ideal Objetivos  Materiales que hay que sembrar Instrucciones
Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca BC,F,
(seleccionada por poseer la modificacion 2) y enviarla al laboratorio
para el andlisis del contenido de proteina y triptéfano en el
endospermo.

9) Menor Avanzarala  Sembrar cada familia BCF, seleccionada mazorca Seleccionar sélo las familias con alto contenido de proteina y

BCF,

por surco (~20 surcos).

Intercalar 1surco del progenitor recurrente (N)
por cada10 familias para hacer la comparacién
fenotipica.

triptéfano. Autopolinizar las 8 mejores plantas BCF, para
avanzarlasala BCF..En la cosecha, seleccionar las mazorcas
resistentes a la pudricion.

Comparar cada familia BCF, , desde el punto de vista agrondmico,
con el progenitor recurrente (N) y seleccionar la mejor familia que

también presenta un alto contenido de proteina y triptéfano.

10) Principal ~ Formar las

Sembrar las familias BC,F, seleccionadas y la linea

Cruzar una linea normal y una linea convertida a QPM con un

cruzas de normal. probador apropiado del grupo hetertico opuesto.
prueba

11&12) Ensayo de Cruzas de prueba. Comparar el desempefio de la linea normal con el de la linea QPM en
rendimiento 3 a5 ambientes para confirmar un comportamiento semejante.

Cuadro 11a. Costos aproximados de convertir una linea de maiz normal a QPM.

Linea pura donadora VPL donadora
Costos aproximados Surcos Muestras Surcos Muestras
Nidmero total de surcos o muestras de laboratorio 17 64 234 74
Costo por surco 0 muestra (en $ EUA) 6 47 6 47
Costo total (en $ EUA) 702 360 1404 408
Costo total de convertir una linea (en $ EUA) 1062 1812

El costo del analisis de triptdfano es de EUA $2.20 por preparar la muestra, mas EUA
$2.50 por la determinacion. El costo del analisis del triptdfano es de EUA $2.20 por
preparar cada muestra, mas EUA $2.50 por la determinacién. La determinacion del
contenido de proteina es de EUA $3.30. Para un valor mas confiable de la calidad de
proteina, se puede utilizar el % de triptéfano en la proteina total (en vez del % del
peso de la harina), pero esto agrega EUA $211.00 al costo de la conversion.

La conversion toma 4.5 afios (en ambientes donde se pueden realizar dos ciclos
por afio), pero pueden reducirse a 4 si se elimina el ciclo 6 y se hace una retrocruza
directa de la BCF, ala BCF.; sin embargo, en este caso es posible que se pierdan la
modificacion de la dureza del endospermo y la calidad de proteina.
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Cuadro 12. Reciclaje de VPL Yy lineas de maiz normal utilizando donadores QPM (primer esquema).

Ciclo Objetivos

Materiales que hay que sembrar

Instrucciones

1

Formarla F1

Sembrar 17 a 26 plantas de la linea no QPM 0 300
plantas de la VPL no QPM.

Sembrar 400 a 500 plantas de cada donador VPL QPM o
50 plantas de la linea donadora. Se recomienda usar de
3 a4 donadores (o por lo menos 2).

VPL donadora: Hacer una mezcla con el polen de por lo menos 70
a 80 plantas (hacer una seleccion ligera) de la VPL QPM y polinizar

5 plantas de cada una de las lineas no QPM o 75 plantas de una VPL
no QPM. Desespigar de las plantas utilizadas para hacer la mezcla de
polen para que no vuelvan a ser utilizadas.

Repetir el procedimiento arriba descrito en por lo menos dos fechas
més. Un total de por lo menos 200 plantas de la VPL QPM debe
incluirse en la mezcla de polen; 12 plantas de la linea no QPM 0 200
plantas de la VPL no QPM deben ser polinizadas. Seleccionar mazorcas
resistentes a la pudricion. Hacer una familia compuesta y balanceada
para formar laF,.

Linea pura donadora: Hacer una mezcla con el polen de por lo
menos 5 plantas (hacer una seleccion ligera) de cada linea QPM y
polinizar 5 plantas de cada una de las lineas no QPM o polinizar 75
plantas de la VPL no QPM. Desespigar de las plantas utilizadas para
hacer la mezcla de polen para que no vuelvan a usarse.

Repetir el procedimiento arriba descrito en por lo menos 2 fechas més.
Un total de por lo menos 12 plantas de la linea QPM debe ser incluido
en lamezcla de polen y por lo menos 12 plantas de la linea no QPM
0200 plantas de la VPL no QPM deben ser polinizadas. Seleccionar
mazorcas resistentes a la pudricién. Hacer una familia compuesta y
balanceada para formar laF,.

2 FormarlaF, (S,)* Sembrar 17 a 26 plantas (i s6lo se cruzaron lineas Seleccionar plantas por su buena reaccién a las enfermedades y otras
puras) o 170 a 260 plantas (si hubo una VPLen la cruza) ~ caracteristicas agrondmicas. Autopolinizar por lo menos 12 plantas
de la mezcla balanceada F, (formada con cantidades seleccionadas. En la cosecha, seleccionar las mejores mazorcas.
iguales de semilla de cada mazorca F, cosechada en el
ciclo 1).

3 Formarla$, (S,) Desgranar cada mazorca F, por separado y examinar Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccién a las
los granos en la mesa de luz; seleccionary sembrarsélo  enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada
granos con la modificacién 3 (en una escala del 1al 5). linea seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.
Sembrar 1 surco de cada mazorca cosechada.

4 Formarlas, (S,)  Desgranar cada mazorca S, (S,) por separadoy Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccién a las

examinar los granos en la mesa de luz; seleccionar y
sembrar s6lo granos con modificacion 2 6 3 (en una
escala del 1al 5). Sembrar 1 surco de cada mazorca

cosechada.

Sembrar otro juego de lineas que fueron examinadas en
la mesa de luz.

enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada
linea seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.

Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca y enviarla a analizar
para establecer su contenido de proteina y triptéfano en grano entero.
Eliminar las mazorcas de mala calidad.

Cruzarlas con el probador; si se conoce el grupo heterdtico, cruzarlas
con el probador del grupo heterético opuesto; si no, cruzarlas con los
probadores de dos grupos que son heterdticos entre si (por ejemplo,
AyB).

2 El nombre en paréntesis es otro nombre de la misma generacion, que se usa con frecuencia.
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Cuadro 12. continda....

Ciclo Objetivos

Materiales que hay que sembrar

Instrucciones

5 Formarla$ ()  Desgranar cada mazorcasS, (S,) por separado y examinar los Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccion a las
granos en la mesa de luz; seleccionar y sembrar sélo granos enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada linea
con modificacion 2 6 3 (en una escala del 1al 5). Sembrar 1 seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.
surco de cada mazorca cosechada.
Evaluarlas cruzas ~ Sembrar las cruzas de prueba. Evaluar las cruzas de prueba en 4 a 6 ambientes, asegurandose de que dichos
de prueba ambientes representen las localidades-objetivo.
6 Formarla$,(S,)  Desgranar las mazorcas todas juntas; sembrar solo Incrementar, mediante la autopolinizacion, la semilla de las lineas
aquellas lineas con buena calidad de proteina y capacidad seleccionadas.
combinatoria adecuada; examinar los granos en la mesa de
luz; sembrar slo los granos con modificacion 2 (en una escala
del 1al5).
Sembrar otro juego de las lineas seleccionadas. Cruzar con otro germoplasma elite (ya sean lineas o cruzas simples,
dependiendo del producto final que se desea obtener).
Enviar, por segunda vez, 20 granos de las lineas seleccionadas para el andlisis
de triptéfano y proteina en grano entero. Eliminar las familias con mala
calidad de proteina.
7 Formarla$, (S)  Sembraruna mezcla de las lineas del ciclo 6. Autopolinizar y avanzar sélo aquellas lineas con buena calidad de proteina.
Evaluar los hibridos en numerosas localidades, asequrandose de incluir los
Sembrar las cruzas de prueba. ambientes-objetivo.
8 Formar la S (57) Sembrar una mezcla de las lineas con buena capacidad Autopolinizar y avanzar las lineas.

combinatoria, con base en la prueba del ciclo 7. Sembrar
por lo menos 10 surcos de las lineas seleccionadas. Este es el
primer aumento grande de lineas elite.

Sembrar un segundo juego de las lineas seleccionadas.

Sembrar las cruzas.

Enviar los mejores hibridos del ciclo 7 para el andlisis de triptéfano y proteina,
preferiblemente con base en el endospermo.

Cruzar con otro germoplasma elite para generar més hibridos
experimentales.
Continuar las evaluaciones como en el ciclo 7.
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Cuadro 13. Reciclaje de VPL y lineas de maiz normal utilizando donadores QPM (segundo esquema).

Ciclo Objetivos Materiales que hay que sembrar Instrucciones
1 FormarlaF1 Sembrar 17 a 26 plantas de la linea no QPM 0 300 VPL donadora: Hacer una mezcla con el polen de por lo menos 70 a 80
plantas de la VPL no QPM. plantas (realizar una seleccion ligera) de la VPL QPM y polinizar 5 plantas

Sembrar 400 a 500 plantas de cada VPL donadora de de cada linea no QPM 0 75 plantas de la VPL no QPM. Eliminar las espigas
QPM 050 plantas de la linea donadora. Se recomienda  de las plantas utilizadas para hacer la mezcla de polen para que no
usar de 3 a 4 donadores (o por lo menos 2). vuelvan a ser usadas.

Repetir el procedimiento descrito en por lo menos 2 fechas mas. Un total
de por lo menos 200 plantas de la VPL QPM debe incluirse en la mezcla
de polen; 12 plantas de la linea no QPM 0 200 plantas de la VPL no QPM
deben ser polinizadas. Seleccionar mazorcas resistentes a la pudricion.
Hacer una familia compuesta y balanceada para formar la F..

Linea pura donadora: Hacer una mezcla con el polen de un minimo de
5 plantas (realizar una seleccién ligera) de cada linea QPM y polinizar 5
plantas de cada linea no QPM o 75 plantas de la VPL no QPM. Eliminar las
espigas de las plantas utilizadas para hacer la mezcla de polen para evitar
que se vuelvan a usar.

Repetir el procedimiento descrito en por lo menos 2 fechas mds. Un total
de por lo menos 12 plantas de la linea QPM debe incluirse en la mezcla de
polen y un minimo de 12 plantas de la linea no QPM 0 200 plantas de la
VPL no QPM deben ser polinizadas. Seleccionar las mazorcas resistentes a
la pudricion. Hacer una familia compuesta y balanceada para formar la F..

2 FormarlaF, (S, Sembrar 17 a 26 plantas (si sélo se cruzaron lineas Seleccionar las plantas con buena reaccion a enfermedades y otras
puras) o 170 a 260 plantas (si se usé una VPLen la caracteristicas agronémicas. Autopolinizar por lo menos 12 plantas
(ruza) de la mezcla balanceada F, (formada usando seleccionadas. En la cosecha, seleccionar las mejores mazorcas.

cantidades iguales de la semilla de cada mazorca F,
cosechada en el ciclo 1).

3 Formarla$, (S,) Desgranar cada mazorca F, por separado y examinar Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccion a las
los granos en la mesa de luz; seleccionar y guardar sdlo  enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada linea
granos con modificacion 3 (en una escala del 1al 5). seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.

Sembrar 1 surco de cada mazorca cosechada.

4 Formarla$, (S,) Desgranar cada mazorca S, (S,) por separado y Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccion a las
examinar los granos en la mesa de luz; seleccionar y enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada linea
guardar sélo granos con modificacion 2 6 3 (en una seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.
escala del 1al 5). Sembrar 1 surco de cada mazorca
cosechada.

5 Formarlas$, (S,) Desgranar cada mazorca S, (S,) por separado y examinar  Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccion a las
los granos en la mesa de luz; guardar y sembrar sélo enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada linea
granos con modificacion 2 6 3 (en una escala del Tal5).  seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.
Sembrar 1 surco de cada mazorca cosechada.
Tomar una muestra de 20 granos de cada mazorca y enviar al laboratorio
Sembrar un sequndo juego de lineas que fueron para el andlisis del contenido de proteina y triptéfano en grano entero.
seleccionadas en la mesa de luz. Eliminar las mazorcas de mala calidad.
Cruzar con el probador. Si se conoce el grupo heterético, cruzar con el
probador del grupo opuesto; si no, cruzar con los probadores de dos
grupos heteréticos entre si (por ejemplo, Ay B).

¢ El nombre en paréntesis es otro nombre de la misma generacion, que se usa con frecuencia.
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Cuadro 13. continua...

Ciclo Objetivos Materiales que hay que sembrar

Instrucciones

6 Formarla$, (S,) Desgranar cada mazorca por separado, y examinar
los granos en la mesa de luz; guardar y sembrar
s6lo granos con modificacién 2 (en una escala del 1
al 5). Sembrar 1 surco de cada mazorca cosechada.
Sembrar sélo aquellas progenies cuyo progenitor

tiene buena calidad de proteina.

Sembrar cruzas de prueba.

Seleccionar las mejores lineas (el 20% superior) por su reaccion a las
enfermedades y su fenotipo. Polinizar las 5 mejores plantas de cada linea
seleccionada. Guardar 2 6 3 mazorcas de cada linea seleccionada.

Evaluar las cruzas de prueba en 4 a 6 ambientes aseguréndose que éstos
representen las localidades-objetivo.

Desgranar las mazorcas todas juntas; sembrar
s6lo aquellas lineas con buena calidad de proteina
y buena aptitud combinatoria; examinar los
granos en la mesa de luz; sembrar sélo granos con
modificacion 2 en una escala del 1al 5.

7 Formarla S4 (SS)

Sembrar otro juego de las lineas seleccionadas.

Incrementar, mediante la autopolinizacidn, la semilla de las lineas
seleccionadas.

Cruzar con otro germoplasma elite (ya sean lineas o cruzas simples,
dependiendo del producto final que se desee obtener).

Enviar 20 granos de las lineas seleccionadas para ser sometidos a un
segundo anélisis del contenido de triptéfano y proteina en grano entero.

8 Formarla SS (Ss) Sembrar una mezcla de las lineas del ciclo 6.

Sembrar cruzas.

Autopolinizar y avanzar sélo aquellas lineas con buena calidad de proteina.
Evaluar los hibridos en numerosas localidades, asegurandose que éstas
representen los ambientes-objetivo.

Sembrar una mezcla de las lineas con buena
aptitud combinatoria, con base en los ensayos
del ciclo 7. Sembrar por lo menos 10 surcos de las
lineas seleccionadas. Este es el primer incremento
grande de las lineas elite.

9 Formarla S6 (S7)

Sembrar un sequndo juego de las lineas
seleccionadas.

Sembrar las cruzas.

Autopolinizar y avanzar las lineas.
Enviar los mejores hibridos del ciclo 7 para el andlisis de triptéfano y
proteina, preferiblemente con base en el endospermo.

Cruzar con otro germoplasma elite a fin de generar mds hibridos
experimentales.

Continuar con las pruebas, como se hizo en el ciclo 7.

4.5.1 Reciclaje de QPM elite con QPM elite

El procedimiento utilizado para reciclar QPM elite
con QPM elite es muy parecido al reciclaje de VPL

y lineas no QPM con donadores QPM. Este método
tiene la ventaja de que el alelo 02 estd fijo, incluso en
las generaciones segregantes. Es necesario tener en
cuenta todos los principios de la seleccion planteados
en este manual y realizar una selecciéon minuciosa
para lograr una buena modificacién. No obstante, este
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método sélo se puede aplicar cuando el programa
genotécnico tiene una cantidad suficiente de
germoplasma QPM elite. El protocolo que se utiliza
es muy similar a los descritos en los Cuadros 12 y 13.
El tinico cambio que se recomienda hacer es empezar
a seleccionar la modificacion tipo 2 6 3 (en vez de
seleccionar solo el tipo 3) en la F2 y seleccionar el
tipo 2 en las generaciones subsecuentes.



5. Produccion de semilla

La produccién de semilla QPM no es distinta de

la produccién de semilla normal. En ambas es
necesario apegarse a normas estrictas que aseguran
la reproduccion de semilla de alta calidad que
conserve el tipo de la variedad. Existen varios
manuales (por ejemplo, Beck, 1999) que brindan una
descripcion detallada de la producciéon de semilla
de maiz y que el lector que desea hacer una revision
profunda de dichos procedimientos debe consultar.
En las Secciones 5.1, 5.2 (ver a continuacién) y 7.1 de
este manual se presentan algunas recomendaciones
especificas para incrementar semilla QPM. El tinico
requerimiento adicional de la produccién de semilla
QPM, es que los incrementos deben enviarse al
laboratorio para el analisis del contenido de proteina
y triptoéfano con el fin de asegurar que los valores
correspondientes sobrepasan el minimo requerido.

5.1 Produccion de semilla del
mejorador de las VPL

Con objeto de garantizar la calidad de proteina y
la modificacion del endospermo de la semilla de
variedades de polinizacion libre (VPL) QPM, se
recomienda producir la semilla del mejorador en
bloques aislados de medios hermanos.

Ciclo 1:

* Sembrar de 300 a 500 plantas representativas
en aislamiento, en un campo de produccion de
semilla del mejorador.

* Enla cosecha, desgranar cada mazorca por
separado.

Ciclo 2:

e Siembre cada mazorca en un solo surco hembra.

¢ Haga una mezcla con cantidades iguales del grano
de cada mazorca para sembrarlas en surcos macho
(la tinica fuente de polen).

* Sembrar tres surcos hembra por cada surco
macho en un bloque aislado de medios hermanos.
Desespigar los surcos hembra.

* Realice una seleccion ligera rechazando todos
los surcos que se apartan de la descripcion de la
variedad. No obstante, asegtirese de no rechazar
mas del 20% de los surcos hembra.
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* En la cosecha, seleccione los mejores surcos, y
las mejores plantas en esos surcos, que sean las
mas representativas de la variedad en cuestion,
a fin de generar semilla para el siguiente ciclo de
produccion de semilla.

e Seleccione 1 6 2 mazorcas de los surcos
representativos para sembrar los 300 a 500 surcos
hembra del siguiente ciclo de produccion.

e Lleve a cabo los analisis de laboratorio de
las muestras de semilla de las mazorcas
seleccionadas. Utilice solo aquellas mazorcas que
tienen niveles aceptables de proteina y triptéfano
para hacer la mezcla de semilla que se utilizara
como fuente de polen. Rechazar los surcos
hembra con calidad de proteina inaceptablemente
baja. Notese que, para ahorrar tiempo y dinero,
los andlisis de laboratorio pueden efectuarse
cada tercer ciclo de produccion de semilla del
mejorador.

Ciclo 3:

* Sembrar el tercer ciclo de produccion de semilla
como se sembr¢ el ciclo 2.

* Contar y apartar la semilla que se sembrard en
los surcos hembra y almacenar la semilla restante
de cada hembra. Hacer una mezcla con el resto de
la semilla y la que quedé de los surcos macho, a
fin de formar la semilla del mejorador para los
productores de semilla.

En caso de sospechar que una variedad ha perdido
su calidad de proteina:

e Siembre un minimo de 10 surcos de semilla
del mejorador de la linea pura en cuestion y
autopolinice de 3 a 5 mazorcas en cada surco.

* Enla cosecha, seleccione solo aquellas mazorcas
que muestren segregacion de la modificacion
del endospermo (tipos de modificacion del 2 al
5); rechace las mazorcas que parecen normales
(modificacion 1).

e Desgranar cada mazorca por separado.
o Utilizar la mesa de luz para seleccionar las

semillas que muestren la modificacion 2 6 3 para
que representen la mazorca correspondiente.

e Enviar muestras de las semillas al laboratorio para
su analisis.

* Reconstituir la semilla del mejorador utlizando las
mazorcas seleccionadas por su buena calidad de
proteina.



5.2 Produccion de semilla basica
delas VPL

Cada vez que completan dos ciclos de produccion
de semilla basica, los productores de semilla basica
deben utilizar un lote de semilla del mejorador
fresca para producir su semilla. Ademas, es preciso
que mantengan la calidad de sus bloques de semilla
basica enviando regularmente muestras mezcladas
representativas para el andlisis de calidad de
proteina. Esto no sélo asegurara que los clientes
productores de semilla y, finalmente, los agricultores
y los consumidores, recibiran los beneficios de la
calidad de proteina, sino que también ayudara a

los productores de semilla basica a cumplir con las
normas de calidad requeridas segtin la variedad de
que se trate.
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6. CoOmo beneficia el QPM a los agricultores y

las comunidades

El gene 02 es recesivo y la condicion homocigota
recesiva, 0202, es un requisito para que el maiz
presente altos contenidos de lisina y triptdfano.
Cuando una variedad QPM se poliniza con polen
normal (que no es QPM), esto de inmediato hace
que el grano producido no sea QPM —es decir, los
granos de una mazorca QPM que fueron fecundados
por polen de maiz normal (no QPM) no seran QPM.
Esto es semejante a lo que ocurre cuando maiz de
endospermo amarillo se siembra cerca de maiz
de endospermo blanco. En la cosecha, el grado de
contaminacion del endospermo blanco es evidente
de inmediato, gracias al efecto de xenia en el color
del endospermo y porque el color amarillo es
dominante sobre el blanco. Es muy probable que
un campo de produccion de grano de una variedad
QPM esté rodeado de parcelas sembradas con
variedades que no son QPM. Esto podria afectar
negativamente al agricultor que desee:
* mejorar su nutriciéon consumiendo maiz con
calidad de proteina o

* guardar semilla QPM para sembrarla en el
siguiente ciclo de cultivo.

Otra dificultad es que, en apariencia, las variedades

QPM son iguales a las que no lo son. La mayoria

de los mercados en el mundo en desarrollo no se

especializan en la venta de QPM. Dado que no

es posible distinguir a ojo un montén de grano

QPM de uno que no lo es, no se le puede poner un

sobreprecio al grano QPM, a menos que se efecttie

un andlisis de calidad. Esto representa otra dificultad
para:

* el productor, especialmente aquel que busca
obtener mayores utilidades con la venta de grano
QPM con base exclusivamente en su mejor calidad
nutricional y

¢ el consumidor bien informado que desea comprar
grano QPM.

Una tercera dificultad estriba en el hecho que los
agricultores suelen sembrar el maiz en suelos

poco fértiles (especialmente, suelos con escasez de
nitrégeno), ya sea porque no tienen los recursos para
comprar fertilizantes nitrogenados o porque no los
pueden conseguir. Ademas, de acuerdo con ciertos
informes, la modificacion del endospermo al parecer
se deteriora cuando los cultivos son sometidos

a sequia. Esto ha llevado a muchos escépticos a
preguntarse:
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* si el QPM sembrado en condiciones de sequia
o en suelos con un nivel inferior al 6ptimo de
nutrimentos, de todas maneras tiene buena
calidad de proteina o

* siel QPM puede perder su calidad, incluso
cuando se le siembra en condiciones 6ptimas y no
es contaminado con polen que no es QPM.

Estos argumentos han sido expuestos en debates

en que se cuestiona si el QPM en realidad beneficia

a su grupo-objetivo (es decir, a los agricultores de
escasos recursos y a la gente que no puede costearse
una dieta rica en proteina), ya sea por el hecho de
incrementar sus utilidades o de mejorar su nutricion.
Estas criticas son abordadas en las siguientes
subsecciones.

6.1 Contaminacion del QPM
sembrado en campos de
agricultores

a) ;Qué beneficios nutricionales obtiene el agricultor
si su campo esta rodeado por variedades que
no son QPM? En el peor de los casos, se pueden
plantear los siguientes argumentos a favor de la
produccion de QPM:

* Sise siembra una hilera de QPM junto a una
variedad que no lo es, el 50% del grano producido
de todas maneras tendra un alto contenido de
lisina y triptéfano, debido a que el polen que no
es QPM compite en forma mas o menos pareja
con el polen QPM para polinizar la variedad
QPM.

* Cuando una parcela de QPM esta rodeada por
una variedad que no lo es, la proporcion de
polen normal a polen QPM, que llega a polinizar
el maiz QPM, es de 4:1, y el productor puede
esperar que por lo menos un 25% de su grano
sera QPM.

* En una situacién atn peor, cuando la proporcion
de polen normal a polen QPM es mayor, una
pequefia parte del grano cosechado sera QPM
y beneficiara (aunque no mucho) la nutricién
del agricultor y su familia. La proporcion grano
QPM:grano normal aumenta hacia el centro de la
parcela. A medida que la gente vaya conociendo
el QPM, y a medida que los agricultores y
comunidades enteras empiecen a sembrar
variedades QPM, los beneficios nutricionales
seguramente aumentaran.



De hecho, se han efectuado varios estudios que
abordan directamente estas inquietudes, cuyos
resultados presentan un panorama atin mas
favorable. En un estudio de la contaminacion del
QPM realizado en Ghana (Ahenkora et al., 1999;
Twumasi-Afriyie et al., 1996b), se sembro una
parcela de un tercio de hectarea (aproximadamente)
con Obatanpa, una variedad QPM de grano blanco,
y se le roded completamente con una franja de 5
metros de ancho de una variedad normal de grano
amarillo y la misma madurez. Los resultados de
este experimento muestran que el 11% de todo el
grano cosechado estaba contaminado al maximo.
La contaminaciéon maxima ocurrié dentro de los
primeros 6 metros de la parcela QPM; a partir

de ese punto, disminuy¢ de forma rapida hasta
llegar al centro de la misma, situado a 30 metros

de la variedad normal, donde casi no habia
contaminacion. La direccion del viento también
resultd importante, ya que la maxima contaminacion
se presento en el QPM que estaba expuesto al viento.

Los resultados del estudio mostraron claramente que
el grado de contaminacion depende de:

* la proximidad del maiz normal al QPM;

e la sincronizacion de la floracion de las variedades
QPM con la de las normales;

* que el viento sople en direccion del QPM durante
la polinizacién y

* el grado de competitividad del polen normal que
se deposita en los estigmas del QPM.

Por lo tanto, en términos practicos, el hecho de
sembrar QPM junto a una parcela sembrada con
maiz normal no significa que toda la cosecha sera de
grano normal; mas bien, esto producira niveles de
contaminacion entre 0y 11%.

Cuando se analizaron en el laboratorio y en
estudios de alimentacion en ratas, mezclas fisicas
con proporciones distintas de grano QPM y grano
normal, se encontr6 que la contaminacion causaba
que se perdieran los beneficios del QPM soélo si
éste se mezclaba con mas de 20% de grano normal
(Ahenkora et al., 1999); éste es un nivel mayor

de contaminacion que el observado en campo
(contaminacién maxima: 11%).
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Los estudios antes citados sugieren que los
agricultores no pierden todo el beneficio del QPM
bajo condiciones de cultivo normales, aunque haya
parcelas de maiz normal en la cercania.

b) ¢Qué debe hacer un agricultor que desea guardar
semilla de su produccion para sembrarla en el
proximo ciclo? Este es un problema incluso para los
agricultores que siembran una variedad mejorada
que no es QPM entre variedades locales no
mejoradas. Los estudios antes citados claramente
sugieren que:

* enel caso de las VPL, los agricultores deben
seleccionar la semilla que crece en el centro de
sus parcelas, lejos de las posibles fuentes de
contaminacion;

* después de tres ciclos de cultivo, los agricultores
deben comprar semilla fresca con el fin de renovar
la pureza de la variedad; y

* estas recomendaciones deberian formar parte de
los mensajes de extension agricola dirigidos no sélo
a los productores de QPM, sino también a todos los
productores de VPL, a fin de que aprovechen todos
los beneficios de estos materiales mejorados.

6.2 Adopcion y comercializacion
del QPM

¢) ¢Deben los agricultores esperar recibir un
sobreprecio por su grano QPM?

* Los agricultores no deben esperar recibir un
sobreprecio por su grano QPM en un mercado no
especializado. Cualquier variedad QPM que el
agricultor siembre tiene que poder competir, desde
un punto de vista agronémico, con un testigo
normal (es decir, tiene que rendir igual o mas que
las variedades normales). Por lo tanto, la venta de
grano QPM genera mayores ganancias solo si la
variedad rinde mas, ya que el beneficio nutricional
permanece oculto. En la Figura 21 se muestra que
es posible generar variedades QPM que rinden
mas que las variedades normales. Por lo tanto,
ésta debe ser la primera estrategia de todos los
programas genotécnicos que trabajan para zonas
que no cuentan con mercados especializados. Sin
embargo, hay zonas donde las organizaciones de
asistencia alimentaria prefieren el maiz QPM al
maiz normal; ahi los agricultores por lo menos
tienen un mercado mas seguro para su producto,
aunque quiza no obtengan un sobreprecio.



d) Las siguientes estrategias se aplicaron de manera
eficaz en Ghana a principios de la década de
los 1990 (Twumasi-Afriyie et al., 1996a) a fin de
asegurar que los compradores de maiz QPM
y otros usuarios comerciales recibieran todo el
beneficio de su calidad. Las siguientes estrategias
fomentan la adopcion del QPM, en especial en
paises donde éste apenas se empieza a sembrar:

* Seria conveniente escoger ciertas comunidades
donde sdlo se cultivara QPM (la variedad que
prefieran).

e Aquellos productores de alimentos comerciales
para consumo humano y animal que deseen
utilizar maiz QPM, deben tratar exclusivamente
con intermediarios que estén de acuerdo en
entregarles maiz QPM de la calidad que requieren.

¢ Los intermediarios que comercializan QPM deben
estar vinculados con comunidades que cultivan
maiz QPM exclusivamente.

En general, se ha observado que una vez que, con
base en su propia experiencia o en los mensajes de
los servicios de extension, los agricultores identifican
el QPM como su tipo de maiz preferido, siempre
guardan suficiente grano QPM para el consumo
familiar y venden, mas bien, los otros tipos de maiz
que no prefieren.

Rendimiento (t/ha)

8.0 (ZH04034 (QPM)

7'0 I (7H04025 (QPM)

' I 5C635 (testigo normal)

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0
Altitud ~ Altitud ~ Altitud ~ Altitud ~ Tierra  Tierra  Estrés
mediaen media, media, media, haja baja hidrico
estede himedo himedo  drido  tropical, tropical, controlado
Africa  ycdlido y caluroso himedo  drido

Figura 21. Comparacion del comportamiento
de dos hibridos QPM con un testigo comercial
normal en 25 localidades del este y el sur de
Africa, 2005.
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6.3 Estabilidad de la calidad del
QPM cultivado en suelos infértiles

e) Varios estudios han demostrado que el QPM
cultivado en condiciones de escasez de nitrogeno
tiene una menor cantidad de proteina. No
obstante, la calidad de la proteina (es decir, los
niveles de lisina y triptéfano) no se ve afectada.
En otras palabras, el QPM sigue siendo QPM
aunque se cultive en suelos con poco nitrégeno.
Otros estudios han encontrado que la calidad de
la proteina también se mantiene cuando el QPM
se cultiva en condiciones de sequia.

6.4 Estabilidad de la calidad del
QPM no contaminado por maiz
normal

f) En conclusion, se puede afirmar que el QPM no
pierde su calidad de proteina a menos que sea
contaminado por maiz normal.



Cuadro 14. Criterios y normas de seleccion.

7. Normas de la calidad de proteina

Esquema 1

Esquema genotécnico

Esquema 2

Analisis de laboratorio

Analisis de laboratorio

Generacion Seleccionar en (siempre usar la mesa (siempre usar mesa
a sembrar mesa de luz cada de luz para determinar de luz para determinar la
Denomi- ciclo; usar la modificacion modificacion
nacion CGiclo  escalade adecuada y luego enviar adecuada y luego enviar
A B nimero modificacion: | Cruzas de prueba al laboratorio) Cruzas de prueba al laboratorio)
S1 F2 3 3
¢ ¢ Cruzar con el probador; si conoce el El primer andlisis de
grupo heterético, cruzar con probador triptdfano en lineas puras.
52 51 4 2a3 del grupo opuesto; si no, cruzar con
probadores Ay B.
v v
S3 Y] 5 2a3 Avanzary probar sélo las lineas que Cruzar con el probador; si conoce Primer andlisis de triptdfano.
muestran buena calidad. el grupo heter6tico, cruzar con el
probador del grupo opuesto; si no,
cruzar con los probadores Ay B.
¢ ¢ Cruzar con otro germoplasmacelite  Segundo analisis de Avanzary probar sélo las lineas que
S4 $3 6 by (ya sean lineas o cruzas simples, triptéfano de las lineas muestren buena calidad.
dependiendo de qué producto final  puras.
se quiera lograr).
¢ ¢ Analizar el contenido de
triptéfano y proteina de los
mejores hibridos que han
sido vueltos a hacer para
ensayarlos ampliamente
S5 S4 7 2 Avanzary probar sélo las lineas (también incluir los Cruzar con otro germoplasmaelite  Segundo andlisis de tript6fano
que muestren buena calidad y se progenitores). (ya sean lineas o cruzas simples, de todas las lineas.
comportan bien en el primer ensayo. dependiendo del producto final que
se quiera lograr) o volver a realizar
los mejores hibridos de la prueba
anterior para ensayos amplios.
¢ ¢ Analizar el contenido de
Cruzar con otro germoplasma elite triptéfano y proteina de los
(al menos 3 lineas o cruzas simples, mejores hibridos que se han
S6 S5 8 2 dependiendo del producto final que Avanzary probar sélo las lineas que  vuelto a hacer para ensayarlos
se quiera lograr). muestren buena calidad; ensayar ampliamente (también incluir
ampliamente sélo los hibridos los progenitores).
que muestran buena calidad en el
laboratorio.
v
Sn S6 9 b Ensayo de generacién avanzada. Determinar nivel de Cruzar con otro germoplasma elite

triptéfano en la semilla
hibrida.

(al menos 3 lineas o cruzas simples,
dependiendo del producto final que
se quiera lograr) o volver a realizar
los mejores hibridos de la prueba
anterior.
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7.1 continua...

Generacion Seleccionar en
asembrar mesa de luz cada
Denomi- ciclo; usar
nacion Ciclo escala de
A B nimero modificacion:

Esquema 1 Esquema genotécnico Esquema 2
Analisis de laboratorio Analisis de laboratorio
(siempre usar la mesa (siempre usar mesa
de luz para determinar la de luz para determinar la
modificacion adecuada y modificacién adecuada
Cruzas de prueba luego enviar al laboratorio)| (ruzas de prueba y luego enviar al
laboratorio)

v

No incrementar las lineas

puras muchas veces (mas bien,
incrementar en grandes lotes).

En cada incremento, incluir al menos
10 surcos (para producir 10 kg de
semilla por incremento).

Prueba de generacién avanzada. ~ Analizar el nivel de triptéfano

de la semilla hibrida.

No incrementar las lineas

puras muchas veces (mas bien,
incrementar en grandes lotes).

En cada incremento, incluir al menos
10 surcos (para producir 10 kg de
semilla por incremento).

Sn Sn 10 2 Seleccionar (per se) el mejor surco Seleccionar (per se) el mejor surco
de los 10, para que sea la reserva del de los 10, para que sea la reserva del
mejorador a largo plazo.? mejorador a largo plazo.

Mezcle la semilla restante y enviela Mezcle la semilla restante y enviela
al laboratorio junto con la semilla al laboratorio junto con la semilla
del mejorador. del mejorador.
Usar la mezcla de semilla para hacer Usar la mezcla de semilla para hacer
los incrementos adicionales. los incrementos adicionales.
Analizar el nivel de triptéfano de Analizar el nivel de triptéfano de
cada incremento. cada incremento.
VPLe VPLe Analizar el contenido de Analizar el contenido de

hibridos Sn hibridos Sn

triptéfano y proteina del
hibrido y los progenitores
puros. Tomar5a 10
muestras de las VPL para
el andlisis.

triptéfano y proteina del
hibrido y los progenitores
enddgamos. Tomar 5a 10
muestras de las VPL para
el andlisis.

?La pureza de las lineas elite se puede comprobar sembrando de 100 a 200 plantas y dejéandolas crecer hasta el nivel de la rodilla. El nivel de contaminacién puede determinarse

con este método.

7.1 Preparacion de las muestras para el analisis de laboratorio

Codifique las muestras (por ejemplo, Entrada 1,
Entrada 2, etc.) que seran enviadas al laboratorio de
manera que la genealogia o el nombre de la muestra
no influya en la persona que realiza el andlisis.

Enviar 20 granos de las lineas puras y los hibridos,

y 50 de las VPL.

Enviar las muestras en 2 6 3 repeticiones (se
recomienda enviar 5 repeticiones de las VPL).

Siempre incluir un testigo normal y uno de QPM ya

conocido.

Niveles basicos en los resultados de

laboratorio
Niveles minimos
Grano entero Endospermo
Triptéfano en la muestra 0.075% 0.070%
f’rotel’na 8% 8%°
Indice de calidad® 0.8 0.7

¢ Un nivel de proteina mayor al 8% es deseable, pero hay que asegurarse que el
indice esté por arriba del minimo.
® Triptofano en la muestra/proteina en la muestra.
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8. Métodos nuevos

Durante la conversion de lineas normales
utilizando retrocruzas, se requiere una generacion
autopolinizada entre cada retrocruza para recuperar
el alelo 02 recesivo antes de seleccionar la dureza
del endospermo y los loci modificadores de los
aminodcidos. Por lo tanto, se necesitan siete ciclos
para completar la conversion a QPM y obtener
semilla BC3, en comparacién con los cuatro ciclos
(Krivanek y Vivek, 2006) que usualmente se
requieren para mejorar, por ejemplo, la resistencia
a enfermedades de una linea normal. Una posible
solucion a este problema seria utilizar marcadores
moleculares para identificar el gene 02, tema del
presente capitulo.

8.1 Seleccion con la ayuda de
marcadores moleculares (MAS)

8.1.1 Marcadores moleculares del gene
opaco-2°

En anos recientes, ha surgido la posibilidad de
aplicar seleccion con la ayuda de marcadores
moleculares (MAS, sus siglas en inglés) para acelerar
la seleccion del alelo opaco-2 en el mejoramiento del
QPM. Existen tres marcadores (SSR) disponibles al
publico para este propdsito: phi57, phill2 y umc
1066, (J.M. Ribaut, comunicacion personal), cuyas
secuencias se encuentran en la base de datos de
maiz (http://www.agron.missouri.edu/ssr.html) y

se pueden pedir a cualquier empresa que sintetice
oligos (por ejemplo, Research Genetics: info@
resgen.com). Estos tres marcadores se encuentran
dentro del gene opaco-2, lo cual significa que existe
una correlacion muy alta entre los datos de los
marcadores y la expresion fenotipica.

El gene opaco-2 tiene alrededor de 4000 bases de
ADN, incluidos los intrones y los exones, y la
diferencia entre un alelo mutante del opaco-2 y uno
“normal” puede variar de 50 bases hasta s6lo 2 6

3. Tales diferencias en la composicion del ADN

se localizan en distintas partes de la secuencia de
genes. Los tres marcadores PCR amplifican hasta
300 bases en tres lugares distintos y, dependiendo de

la posicion de la diferencia en el ADN entre los dos
alelos de una cruza dada, es posible que se detecte
un polimorfismo.

Para utilizar los marcadores moleculares para
encontrar el 0202 en una familia o poblacion
segregante, es indispensable contar con un
polimorfismo para uno de los tres SSR disponibles,
es decir, una diferencia entre el tamafio (longitud)
del fragmento de ADN del donador (QPM) y el
receptor (progenitor recurrente). En la actualidad, se
lleva a cabo en el CIMMYT la seleccion del opaco-2
con ayuda de marcadores en cruzas entre dos lineas
puras; por lo tanto, necesitamos contar con un
polimorfismo entre dos alelos, uno de cada linea.

En una cruza dada, es esencial que los marcadores
se corran, primero, en los dos progenitores, a fin

de confirmar los polimorfismos (diferencias de
tamarfio) en los alelos marcadores. A veces, los

dos progenitores comparten los mismos alelos
marcadores y, en esos casos, es necesario probar uno
de los dos marcadores restantes.

En el caso de una VPL, que es una mezcla de
genotipos, puede haber en la poblaciéon entre 3y 10
alelos en el locus del marcador, porque no esta fijo.
Por lo tanto, la probabilidad de que un solo alelo de
una linea QPM sea diferente de los numerosos alelos
presentes en una VPL, es menor que la probabilidad
de encontrar un polimorfismo entre las lineas. En el
primer caso, se compara un alelo con un promedio
de seis alelos; en el segundo, un alelo es comparado
con otro. Esto significa que es posible que mas

de un marcador SSR tenga que ser evaluado para
definir un “haplotipo” (o, en otras palabras, los
alelos especificamente diferentes en tres marcadores
distintos) caracteristico del progenitor QPM.

Uno de los marcadores, phill2, es dominante e
identifica genotipos que no portan un alelo 02
recesivo, lo cual significa que identificara genotipos
normales (0202) y heterocigotos (0202). En
consecuencia, el mejorador podria suponer que los
otros genotipos son del tipo homocigoto recesivo
(0202) deseado. No obstante, en distintas genealogias

5 (Gran parte de esta seccion fue redactada a partir de las comunicaciones personales (por correo electrénico) entre J.M. Ribaut (Centro de Biotecnologia
Aplicada del CIMMYT en México) y Kevin Pixley (CIMMYT, México), y de las comunicaciones personales con Kevin Pixley y D.J. Skinner (Centro de

Biotecnologia Aplicada del CIMMYT en México).



del germoplasma de maiz del CIMMYT, algunas
lineas 0202 también presentan una banda con este
marcador. Por lo tanto, cuando se utilizan marcadores
para distinguir genotipos 0202 de los 0202 y 0202, el
progenitor donador y el receptor (ya sea una linea o
una VPL) deben ser claramente definidos mediante la
caracterizacion de genotipo con base en marcadores,
antes de realizar la seleccidn, y posiblemente

haya que usar numerosos marcadores SSR para
seleccionar las progenies 0202 en la familia segregante
subsecuente.

8.1.2 Limitaciones en el uso de
marcadores moleculares en el
mejoramiento genético

La ventaja de MAS es que se usa tejido foliar de las
plantulas para extraer el ADN vy efectuar la prueba;
por consiguiente, es posible completar la seleccion
de los genotipos deseados antes de la floracién y
después solo polinizar las plantas seleccionadas.
Aungque en el CIMMYT se ha aplicado MAS con

el genotipo 0202 y se le ha comparado con otros
métodos (Dreher et al., 2003), MAS aplicado en el
genotipo QPM presenta actualmente dos problemas:
la efectividad y el costo (Krivanek et al., 2007).

Como se mencion¢ anteriormente, uno de los tres
marcadores existentes es dominante y no amplifica
el alelo opaco-2. Por consiguiente, este marcador

es adecuado para identificar los alelos mutantes
homocigotos del opaco-2 que se requieren para el
QPM. El marcador no distingue entre los genotipos
con alelos normales heterocigotos y los que tienen
alelos normales homocigotos, debido a que en ambos
casos, el ADN se amplifica y se produce una banda.
Con base en la experiencia en el CIMMYT, este
marcador funciona con la mayoria de las lineas QPM
tropicales; sin embargo, también se han encontrado
unas cuantas lineas QPM que presentan una

banda con este marcador. Esto significa que puede
haber mas de un alelo del opaco-2 presente en el
germoplasma del CIMMYT, ya que las lineas que se
utilizaron en esas pocas cruzas eran QPM.

Se llevo a cabo MAS para seleccionar el alelo 02

en un estudio dirigido a acelerar la conversion de
genotipos con endospermo normal al genotipo 0202
mediante el retrocruzamiento (Babu et al., 2005) y, al
parecer, éste fue un uso apropriado de dicha técnica.
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Sin embargo, si no se seleccionan al mismo tiempo
los modificadores de aminoacidos, la calidad de
proteina puede disminuir considerablemente,

aun en materiales con el 0202. En el estudio de
Babu et al. (2005), se encontro que el contenido

de triptéfano como porcentaje del contenido

total de proteina disminuyo del 1.05% en la linea
donadora QPM al 0.78 6 0.85% en las familias
BC,F,. Esta reduccion de la calidad de proteina
cuando no se seleccionan los modificadores de
aminoacidos, se ha observado también en el
programa de mejoramiento de QPM del CIMMYT,
lo cual no es sorprendente, considerando la gran
variacion de niveles de lisina en genotipos 0202
que provienen de genealogias distintas (Moro et
al., 1996). También se ha encontrado que se pierde
la modificacion de la dureza del endospermo en
lineas derivadas del retrocruzamiento directo que
han sido evaluadas en el CIMMYT. Para que la
aplicacion de MAS al QPM sea plenamente eficaz
(es decir, que su uso reduzca el tiempo que tarda
el fitomejoramiento y permita la seleccion en
ambientes no objetivo, etc.), es necesario identificar
una serie de marcadores eficaces vinculados a los
loci que modifican tanto los niveles de aminoacidos
como la dureza del endospermo (Krivanek y Vivek,
2006). Asimismo, es probable que se requiera
combinar la seleccion de otras caracteristicas

con la seleccion de QPM para que MAS pueda
competir en cuanto a los costos con los métodos
tradicionales.

En la actualidad, es posible sembrar cualquier
semilla de maiz en el campo, autopolinizarla, y
determinar su genotipo y sus caracteristicas de
semilla (tales como las del QPM) a un costo de
EUAS$ 0.24 por planta (suponiendo 25 plantas y

un costo total de $6 por surco). Actualmente, los
costos de caracterizar el genotipo con base en
marcadores moleculares son considerablemente
mayores: entre EUA$ 0.50 y 2.50 por planta.

No obstante, si se logra la meta de seleccionar
numerosas caracteristicas a la vez, los costos totales
de utilizar MAS estaran mas de acuerdo con los de
los métodos tradicionales de seleccion.

Es preciso tener en mente que no existen
marcadores para la modificacién del endospermo y
que, por lo tanto, ésta tiene que ser seleccionada en
la mesa de luz.



El fitomejoramiento es un procedimiento continuo
que no termina nunca, y transcurre un lapso de
tiempo considerable entre el inicio de un proyecto

y la obtencién del producto final. En un programa
genotécnico adecuado, siempre hay germoplasma
en distintas etapas de desarrollo (desde los inicios
del mejoramiento, F2, S1....hasta los productos
finales que estan siendo ensayados y su semilla
incrementada) en cada ciclo. Cualquier interrupcion
de esta cadena (por ejemplo, si no se inicia un nuevo
ciclo de mejoramiento en una temporada dada)
puede ocasionar que en el futuro haya un ciclo en
que no se entregue un producto final. Por eso, “lo
peor que se puede hacer en el fitomejoramiento es no
hacer nada”.
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9. Conclusion

No existe ningin método genotécnico que sea
absolutamente correcto o absolutamente equivocado.
Lo fundamental es que el método escogido aumente
al maximo las probabilidades de generar una buena
variedad con los recursos disponibles.

El fitomejoramiento es mas bien un arte que una
ciencia. Un buen entendimiento de la ciencia de

la fitotecnia y la genética, y su correcta aplicacion,
contribuyen a aumentar las probabilidades de
lograr el éxito. No obstante, cabe sefialar que existen
varios ejemplos notables de mejoradores con una
preparacion técnica minima que lograron grandes
avances aplicando las habilidades que aprendieron
gracias a la experiencia practica.

“El éxito de un programa genotécnico depende
de cuanto material se descarta.”
Anoénimo
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11. Apéndice

11.1 Lo que el QPM puede

contribuir a la nutricion humana®
En esta seccion se presenta una breve resefia de obras
publicadas que tratan de los beneficios que aporta el QPM
a la nutricion humana. Resulta vasta y complicada la
literatura sobre la importancia de las distintas formas

de la desnutricion humana, y las mejores maneras

de remediarlas, y preguntas aparentemente sencillas

con frecuencia son dificiles de responder debido a la
relacion que existe entre la pobreza, las distintas formas
de desnutricion, otros problemas de salud y la enorme
variacion de la dieta humana. Sin embargo, como se anota
a continuacion, existe un acervo significativo de pruebas
cientificas que confirma que la aportacion del QPM a la
nutricion humana es significativa y util.

11.1.1 El valor biolégico del QPM

El valor biologico de la proteina se estima con

base en la proporcion promedio de la proteina
absorbida que el cuerpo retiene y destina a su
mantenimiento y crecimiento. El valor bioldgico
esta estrechamente ligado a la calidad de proteina,
que, en el caso del maiz, estd limitada en gran parte
por las bajas concentraciones de los aminoacidos
lisina y triptofano. EI QPM contiene el opaco-2,
mutante de un solo gene que altera la composicion
proteinica de la porcion del endospermo del grano
y que casi duplica las concentraciones de lisina

y triptoéfano. En por lo menos cuatro estudios en
nifos y cuatro en adultos, se encontrd que los
participantes que consumieron QPM retuvieron una
cantidad significativamente mayor de nitrégeno que
aquellos que consumieron maiz normal (Bressani,
1991), 1o cual indica que la proteina del QPM es mas
“biodisponible” (NRC, 1988). El valor bioldgico de
la proteina del QPM es alrededor del 80%, el de la
leche se sittia cerca del 90% y el del maiz normal es
alrededor del 45% (FAO, 1992).

Los expertos llegaron a la conclusion de que:

“Son contundentes los datos que demuestran la
superioridad nutricional del QPM sobre el maiz normal en
la nutriciéon humana” (Bressani, 1991).

“Las pruebas surgidas de estudios tanto en nifios como

en adultos claramente indican la superioridad del maiz
opaco-2 al maiz normal” (FAO, 1992).

11.1.2 El vinculo entre la situacion
economica, la calidad de la dieta, la
proteinay la desnutricién por falta de
lisina

El vinculo entre la situacién econdmica y la calidad
de la dieta es intuitivo y estd bien documentado.
Las comparaciones entre el producto interno
bruto (PIB) per capita y las hojas del balance de
alimentos indican que existe una asociacion entre
una mejor situacion econémica y el consumo de
un mayor numero de calorias, mas proteina, mas
proteina animal, menos proteina proveniente de
cereales y mucho mas lisina (Pellet y Ghosh, 2004;
Young y Pellet, 1990). La proteina animal tiene

un mayor valor bioldgico que la proveniente de
cereales; entre el 60 y el 70% de la proteina que

los habitantes de los paises ricos consumen es de
origen animal y menos del 20% proviene de los
cereales. Esta proporcion suele ser a la inversa en
los paises de escasos recursos.

Se ha argumentado que una dieta mejorada y

mas diversa constituye una mejor solucion a la
desnutricion que los cereales con alto contenido

de lisina, como el QPM. Sin embargo, la dieta

de los consumidores pobres en regiones donde

el maiz es el alimento basico no necesariamente
esta mejorando. En Bangladesh, por ejemplo, los
precios de los granos basicos han disminuido en
un 40%, en tanto que los del pescado, la carne y los
alimentos vegetales no basicos han incrementado
entre 75y 100% en los ultimos 30 afios. La gente
de pocos recursos que obtiene la mayor parte de la
proteina que consume a partir de los cereales, no
tiene los medios para comprar carne y leguminosas
y, por lo tanto, corre un riesgo mas elevado de
padecer deficiencia de lisina.

Los expertos llegaron a la conclusion de que:
“El QPM puede brindar una red de seguridad parcial
a los consumidores pobres cuando, por razones
econdmicas, sociales 0 ambientales, éstos tienden a
consumir una mayor cantidad de cereales basicos”
(Rahmanifar y Hamaker, 1999).

¢ Boletin generado para crear conciencia de los beneficios del QPM para los seres humanos. Kevin Pixley y Marianne Banziger, 2006, com. pers.



11.1.3 Desnutricion proteinica en
paises donde el maiz es el alimento
basico

El consumo per capita de maiz es particularmente
alto en el este y sur de Africa y en América Central;
sin embargo, también es el alimento basico de la
gente pobre que vive en varios paises de Africa
occidental, Asia y América del Sur. En decenios
recientes, los nutriélogos han debatido y modificado
los requerimientos de proteina y lisina que se
recomienda incluir en una alimentacién saludable.
Con base en las recomendaciones emitidas por la
FAO y la OMS en 1991, y también en las revisiones
de éstas que se publicaran dentro de poco, se

estima que “...es posible que una proporcion
significativa de los habitantes de Africa estén en
riesgo de presentar deficiencia de lisina” (Pellet

y Ghosh, 2004). Es importante sefalar que se
establecen recomendaciones alimentarias con base
en las necesidades de personas sanas, pero los
requerimientos de proteina pueden variar segtn el
caso. Por ejemplo, son bastante mayores en nifios
que necesitan crecer para alcanzar la estatura normal
0 que se estan recuperando de infecciones que son
usuales en comunidades pobres (Chupad et al., 2003;
Rahmanifar y Hamaker, 1999).

El consumo de maiz per capita en Malawi (casi 150
kg al afio) se sittia entre los mas altos en el mundo.
Se informd en un estudio reciente que, en Malawi,
del 70 al 83% de nifios pobres de 2 a 5 afios de

edad presentan baja estatura; otro estudio de 12
meses de duracion encontro que el diagnostico mas
frecuente en el 11% de todos los nifios ingresados
en los hospitales en la ciudad de Blantyre localizada
en el sur de Malawi, fue la desnutricion (Brewster
et al.,, 1997). El principal tratamiento para estos
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nifios desnutridos era la leche, pero cuando se
interrumpieron los suministros de leche en polvo,
los hospitales tuvieron que buscar otras soluciones
alimentarias. Aunque en este estudio no se utilizo6
el QPM, éste fue citado como “otra opcién” para
remplazar la leche en la alimentacién de nifios en
recuperacion; también se le citd porque podria
contribuir a reducir la desnutricidn, en el caso de
que el QPM fuera a reponer el maiz normal como
alimento basico de Malawi.

Estudios recientemente efectuados en China y
Pakistan demostraron que cuando las dietas basadas
en cereales (en este caso, el trigo) son enriquecidas
con lisina, esto acelera el crecimiento de los nifios y
mejora varios otros indicadores de buena salud en
nifios y adultos, lo cual confirma que el enriquecer
este tipo de dietas con lisina sigue siendo beneficioso
para algunas poblaciones (Hussain et al., 2004; Pellet
y Ghosh, 2004; Zhao et al., 2004). De igual manera,
estudios recientes en nifios, realizados en Ghana

y México, han documentado mayor crecimiento y
mejor salud en nifos que consumen QPM en vez

de maiz normal (Akuamoa-Boateng, 2002; Morales-
Guerra, 2002).

Los expertos llegaron a la conclusion de que:

“Las ventajas nutricionales del QPM, comparadas con
las del maiz normal, son de tal magnitud que deben
aprovecharse en beneficio de los nifios en paises de escasos
recursos donde se consume maiz” (Graham et al., 1989).

“...al parecer existen razones de peso para continuar la
investigacion dirigida a incrementar la produccion de
leguminosas y de cereales con alto contenido de lisina, y
también para aumentar el volumen y mejorar la eficiencia
de la produccion de alimentos que contienen proteina
animal” (Young y Pellet, 1990).
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11.2 Protocolos de laboratorio

Los protocolos presentados a continuacion son los
que se aplican en el Laboratorio de Nutricion Vegetal
y Suelos (SPAL) del CIMMYT. Sin embargo, ahora
se estan actualizando las metodologias, incluyendo
la modificacion del método colorimétrico para

el analisis de triptdfano con base en la reaccion
Hopkins-Cole (Nurit et al., 2007, en preparacion) y
el uso de la reflectancia cercana al infrarrojo para
estudiar la composicion de proteinas y aminoacidos
(Orman y Schumann, 1991). La mayor ventaja del
método modificado es que elimina la necesidad

de utilizar el acido acético, una sustancia quimica
que, para muchos laboratorios, ha resultado muy
dificil de obtener con la calidad requerida (pureza).
Otros factores que han motivado la actualizacion
del método modificado son: acelerar la obtencion
de resultados, mejorar la sensibilidad del analisis

y reducir los costos del mismo. Los interesados en
conocer en detalle los resultados de las metodologias
actualizadas pueden comunicarse con el SPAL del
CIMMYT (n.palacios@cgiar.org).

11.2.1 Determinacion de nitrégeno

La determinacién de nitrégeno se basa en un método
colorimétrico en el cual el color verde esmeralda se
forma por la reaccion del salicilato y el hipoclorito
con el amoniaco.

11.2.1.1 La determinacion de nitrégeno
con el método del Autoanalizador Il de
Technicon

Digestién de las muestras:

1. Pesar 40 mg de la muestra molida. Incluir dos
muestras testigo.

2. Colocar la muestra en el fondo de un tubo de
digestion de 75 ml.

3. Incluir uno o dos tubos con blancos (vacios, sin
muestra) para la digestion.

4. A cada tubo, agregar 2.0 g de la mezcla
catalizadora y 2.5 ml de H,SO, concentrado.
Dejarlo hasta que cese la reaccion.

5. Digerir durante 90 min bajo la campana de

extraccion en un bloque de digestion pre-
calentado a 380 °C.



Andlisis de las muestras:

6.

10.

11.

12.

13.

Sacar la rejilla de tubos del bloque de digestion;
dejarlos enfriar a temperatura ambiente y luego
agregar 75 ml de agua destilada para evitar

la formacion de cristales. Asegurarse que la
solucién de digestion esté totalmente clara, no
turbia.

Cerrar bien los tubos con una tapa de hule
(goma) y mezclar invirtiéndolos varias veces.

Transferir 2 ml de la solucion a los frascos
del Technicon y colocar las muestras en el
Autoanalizador Technicon.

Establecer la linea base ajustando, mediante
la bomba, el flujo de cada uno de los cuatro
reactivos: las mezclas de reactivos 1,3y 4, y el
hipoclorito de sodio.

Ajustar el graficador a 0% utilizando los
blancos.

Correr los cuatro tubos con blancos y volver a
revisar la linea base de 0%.

Correr cuatro tubos con 20 pg N/ml de solucion
estandar y poner el pico a 70% en el graficador.

Correr las muestras testigo y las desconocidas.

Preparacion de la solucién estandar:

1.

Preparar 100 pg/ml de una solucién de sulfato
de amonio y agua destilada.

Cada vez que se analizan muestras, hacer
una solucion de sulfato de amonio 20 pg/ml
utilizando los blancos.
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Calculo del porcentaje de nitrogeno:
20 pg N/ml se ajusta al 70% en el graficador, de

modo que:

1% en el graficador = 0.2857 ug N/ml de
digestion

pg N/ml de digestion = % lectura del graficador
x 0.2857 pg N/ml

pg N en 75 ml de digestion = % lectura del
graficador x 0.2857 pu x 75

Factor de calculo =20 ugN/ml X Volumen digerido X 100%

Escala establecida X 1000

2.1427 x lectura del graficador

%N=
Peso de la muestra (mg)

Recomendaciones especiales:

1.

Se puede usar jabon para lavar los tubos de
digestion, pero hay que asegurarse de quitar
todo el residuo con agua deionizada.

Si fuera necesario, las muestras digeridas se
pueden almacenar a temperatura ambiente,
protegidas del aire, durante un maximo de 7
dias antes de analizarlas. Sin embargo, es mejor
analizar las muestras digeridas lo antes posible.

Limpiar los frascos del Technicon lavandolos 3
0 4 veces solo con agua deionizada. No utilizar
jabon.

Siempre se incluyen por lo menos dos controles
(normal y QPM) en cada juego de 34 muestras
que se analiza.

Calibrar el Technicon cada vez que se van a
realizar mediciones.



Apéndice: Cuadro 1. Reactivos utilizados en la determinacion de nitrégeno con el Autoanalizador Technicon.

Reactivo/mezcla Reactivos especificos Preparacion Recomendaciones especiales
Sulfato de amonio Pesar 1.179 g y disolver en 250 ml de agua destilada. Almacenar a 4 °C durante un mes,
(100 pg/ml) como maximo. Guardar en un
recipiente protegido de la luz.

Acido sulfirico (grado Almacenar a temperatura ambiente
analitico, al 98%) en un recipiente protegido de la luz.
Mezcla catalizadora Sulfato de potasio Mezclar muy bien 1kg de K,SO, con 5 g de selenio. Manejar con sumo cuidado;

Selenio el selenio es muy peligroso.

Almacenar a temperatura ambiente.

Mezcla de reactivos 1 Cloruro de sodio Disolver 200 g de cloruro de sodio, 15 ml de acido Almacenar a temperatura
Adido sulfdrico sulfdricoy 2 ml de Brij 35. Agregar agua destilada ambiente.
Brij 35 purificado hasta obtener un volumen de 2 L.
Mezcla de reactivos 2 Fosfato de sodio dibdsico anhidro  Disolver 71 g de fosfato de sodio dibésico anhidro y Almacenar a temperatura
Hidréxido de sodio 20 g de hidroxido de sodio. Agregar agua destilada ambiente.
hasta obtener un volumen de 1L.
Tartrato de potasio Potasio L- tartrato tetra-hidratado  Disolver 200 g de tartrato de potasio en Almacenar a temperatura
880 mM 1L de agua destilada. ambiente.
Hidrdxido de sodio5M  Hidréxido de sodio Disolver 200 g de hidroxido de sodio en Almacenar a temperatura
1L de agua destilada. ambiente.
Mezcla de reactivos 3 Mezcla de reactivos 2 Potasio Mezclar 400 ml de la mezcla de reactivos 2, 500 ml de Almacenar a temperatura
L-tartrato tetra-hidratado 880mM  tartrato de potasio 880 mM, 500 ml de hidréxido de ambiente en la oscuridad
Hidrdxido de sodio 5 M sodio 5 My 1 ml de Brij 35. Agregar agua destilada hasta  durante 15 dias, como maximo.
Brij 35 obtener un volumende 2 L.
Mezcla de reactivos 4 Salicilato de sodio (al 99.5%) Disolver 300 g de salicilato de sodio (al 99.5%) y 600 Almacenar a temperatura

Nitroprusiato de sodio
Brij 35

mg de nitroprusiato de sodio. Agregar 2 ml de Brij 35y
agregar agua destilada hasta obtener un volumen de 2 L.

ambiente en la oscuridad.

Hipoclorito de sodio

Hipoclorito de sodio

Usar 6 ml de hipoclorito de sodio y agregar agua
destilada hasta obtener un volumen de 100 ml.

Almacenar a temperatura
ambiente en la oscuridad.

Sulfato de amonio
(100 pg/ml)

Sulfato de amonio

Disolver 10 mg de sulfato de amonio en
100 ml de agua destilada.

Almacenar a 4 °C. Permanece
estable durante un mes.

Apéndice: Cuadro 2. Problemas que pueden surgir en la determinacién de nitrégeno con el
Autoanalizador Technicon, y sus posibles soluciones.

Problema

Posibles soluciones

Linea base demasiado
alta o variable

Cambios en los valores
de las muestras testigo

Solucion de digestion
turbia

Manchas negras o
amarillas en la solucién
de digestion

Revisar que todos los reactivos estén siendo bombeados en el sistema.
Si se prepard un nuevo reactivo, asegurarse que se hizo correctamente.

Preparar nuevos reactivos.

Pesar las muestras con precision.

Asegurarse que las muestras fueron digeridas por completo.

Asegurarse que la mezcla de reactivos 3 no se oxidd. Si estd oxidada, preparar una mezcla nueva.

Verificar la calidad de los reactivos. Preparar otros.

Asegurarse que la muestra se encuentre en el fondo del tubo.
Asegurarse que la mezcla catalizadora se encuentre en el fondo del tubo.
Al afiadir el dcido sulftrico, hacerlo con cuidado. Tratar de que el cido reshale suavemente por la pared del tubo.

Revisar la temperatura del bloque de digestion.
Revisar que los pozos del bloque de digestion estén limpios.
Agregar 20 min al tiempo de digestion.
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11.2.1.2 Determinacién de nitrégeno con
el método Micro-Kjeldahl

(AOAC, 1980)

Este procedimiento es preciso, pero toma mucho
tiempo y, por lo tanto, no se recomienda para los
programas genotécnicos que necesitan analizar
muchas muestras en poco tiempo.

Digestion de las muestras:

1. Pesar 40 mg de la muestra molida. Incluir dos
muestras testigo.

2. Colocar la muestra en el fondo de un tubo de
digestion de 75 ml.

3. Incluir uno o dos tubos como blancos (vacios,
sin muestra) para la digestion.

4. Agregar 2.0 g de la mezcla catalizadora y 2.5
ml de H,SO, concentrado a cada tubo. Dejarlos
hasta que la reaccion se detenga.

5. Digerir durante 90 min bajo una campana de
extraccion en un bloque de digestién pre-
calentado a 380 °C.

Destilacion y titulacion de las muestras:

1.

Agregar 20 ml de agua destilada para disolver
cualquier cristal que se haya formado.

Transferir esta solucion al sistema de
destilacion; lavar el tubo de digestion 5 6 6
veces con 2 ml de agua destilada.

Agregar 6 ml de dcido boérico al 4% y 4 gotas de
la solucién indicadora a un matraz Erlenmeyer
de 125 ml y colocarlo bajo el condensador.
Asegurarse que la terminal del condensador
esté metida en la solucion.

Agregar 10 ml de hidroxido de sodio al 50% al
sistema de destilacion y destilar a 80-90 °C.

Destilar hasta obtener entre 50 y 75 ml.

Titular con acido clorhidrico 0.02 N, hasta
obtener el cambio de color a violeta.

Efectuar la determinacion de los blancos, los
testigos y las muestras.

Calculo del porcentaje de nitrégeno:

% de nitrégeno =

(Volumen (Volumen
de HCI de HCI normalidad 14.0067
usado para - usado para |X de X 100
titulacion de la titulacion HCI 1000
lamuestra (ml)  de blancos)

Peso de la muestra (mg)

Apéndice: Cuadro 3. Reactivos utilizados en la determinacion de nitrégeno con el método Micro-Kjeldahl.

Reactivo/mezcla Reactivos especificos

Preparacion

Recomendaciones especiales

Acido sulfirico (grado
analitico, al 98%)

Almacenar a temperatura ambiente
en un recipiente protegido de la luz.

Mezcla catalizadora Sulfato de potasio

Selenio

Mezclar 1 kg de K,SO, muy bien con 5 g de selenio.

Manejar con sumo cuidadoj; el
selenio es muy peligroso. Almacenar
a temperatura ambiente.

Solucion de &cido bérico al 4%

Disolver dcido bérico al 4% en 100 ml de la solucion.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion de rojo de metilo

Rojo de metilo (pH 4.2-6.2)
Etanol absoluto

Disolver 20 mg de rojo de metilo en
10 ml de etanol.

Preparar cada vez que se requiere
el reactivo indicador.

Solucion de verde de
bromocresol

Verde de bromocresol
(pH3.6-5.4)
Etanol absoluto

Disolver 100 mg de verde de bromocresol
en 50 ml de etanol.

Preparar cada vez que se requiere
el reactivo indicador.

Reactivo indicador

Mezclar 10 ml de la solucién de rojo de metilo
y 50 ml de la solucién de verde de bromocresol.

Preparar en una botella protegida
de la luz. Almacenar a 4 °C durante
un maximo de 3 meses.

Acido clorhidrico 0.02 N

Acido clorhidrico

Disolver 1.65 ml de HCl en 1L de agua.
Debe revisarse y verificarse la normalidad
de cada preparacion.

Almacenar a temperatura ambiente.
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11.2.2 Determinacion de proteina

El método Kjeldahl se ha utilizado ampliamente en
la estimacion del contenido proteinico de los cereales
debido a que: (1) permite cuantificar el nitrégeno en
muestras solubles o insolubles; (2) el nitrogeno en
las muestras de cereales se deriva principalmente

de la proteina; y (3) la composicion de aminoacidos
de la proteina del endospermo es tan constante

que permite fijar la razon nitrégeno:proteina de un
cereal (Nkonge y Balance, 1982). Se puede estimar la
proteina a partir del valor de nitrégeno; en el caso del
maiz, se calcula como sigue:

% de proteina = % de nitrogeno x 6.25 (factor de
conversion
del maiz)

11.2.3 Determinacion de triptéfano

(Villegas et al., 1984)

Se han estudiado extensamente varios métodos
analiticos para determinar el contenido de triptéfano
en las areas de la cromatografia con intercambio

de iones (Huang et al., 2006), la espectrofotometria
(Piombo y Lozano, 1980) y la microbiologia (Scott

et al., 2004). Todos han resultado ser complicados,
laboriosos y, por lo tanto, inadecuados para analizar
grandes cantidades de muestras. Desde hace varios
anos, en el laboratorio del CIMMYT se ha utilizado,
por su sencillez y reproducibilidad, el método
colorimétrico de Opienska-Blauth et al. (1963),
modificado por Herndndez y Bates (1969). Dicho
protocolo se describe enseguida.

Apéndice: Cuadro 4. Problemas que pueden
surgir en la determinacién de nitrégeno con el
método Micro-Kjeldahl, y sus posibles soluciones.

Problema Posibles soluciones

La destilacién toma
demasiado tiempo

Incrementar la temperatura, teniendo
cuidado de que no hierva.

Cambios en los valores
de las muestras testigo

Pesar las muestras con precision.

Asegurarse que las muestras fueron digeridas
por completo.

Asegurarse que la mezcla de reactivos 3 no
esté oxidada. Si lo estd, preparar otra mezcla.
Verificar la calidad de los reactivos. Preparar
mas reactivos.

Solucion de digestion
turbia

Asegurarse que la muestra se encuentre en el
fondo del tubo.
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Principio:

Este protocolo se basa en la reaccion Hopkins-Cole,
en la que 1 molécula de acido glioxilico y 2 de
triptoéfano forman un compuesto con color y una
absorbancia maxima a 560 nm.

Este método depende basicamente de la cantidad
de 4cido glioxilico que esta presente, como
impureza, en el dcido acético. Por esta razon, hay
que probar varios lotes del acido hasta identificar
uno que produzca valores constantes de densidad
optica (DO) para la curva de calibracion (como los
presentados enseguida) y hasta que los valores de
las muestras testigo (que son de maiz normal o

de QPM) son como deben ser. Esta limitacion de
tener que probar diferentes lotes de acido acético
es la principal razon por la cual en el CIMMYT se
esta evaluando otro método de determinacion de
triptofano (Nurit et al., 2007, en preparacion). Para
mayores detalles, comunicarse con Natalia Palacios
(n.palacios@cgiar.org).

Muestreo y molienda:

1. Tomar una muestra al azar de 20 a 30 semillas
que son representativas del material.

2. Asegurarse que todas las muestras de semilla
tengan un contenido de humedad similar.

3. Silas semillas han sido tratadas, lavarlas
minuciosamente con agua de la llave y luego
enjuagarlas con agua destilada. Dejar que se
sequen.

4. Moler finamente cada muestra. Si es posible,
utilizar un molino tipo ciclénico con una
malla de 0.5 mm.

Desgrasado:

5. Colocar cada muestra en un sobre de papel
filtro comercial (tamafio: 10 x 11 cm, por
ejemplo).

6. Desgrasar las muestras con aproximadamente
300 ml de hexano por matraz de globo en un
extractor continuo de tipo Soxhlet durante
cuatro horas.

7. Secar las muestras al aire y asegurarse que
todo el hexano se ha evaporado.



Digestion:

8.

10.

Para cada muestra, pesar 80 mg de polvo
desgrasado en un tubo cénico de 15 ml.

Agregar 3 ml de la solucion de papaina.

Siempre incluir por lo menos 2 blancos, 4
testigos (con una concentracion conocida de
triptéfano: 2 QPM y 2 normales) y la curva de
calibracion (ver los detalles enseguida).

13.

14.

en la estufa y una hora antes de que termine el
periodo de incubacion (16 horas).

Retirar los tubos de la estufa y dejarlos enfriar a
temperatura ambiente.

Agitar los tubos en el Vortex justo antes

de centrifugarlos a 3600 g durante 10 min.
Asegurarse que el sobrenadante no contenga
particulas de las muestras; en caso de que las

11. Cerrar los tubos para evitar que haya
evaporacion durante la incubacién.

12. Agitar las muestras muy bien en el Vortex y
colocarlas en una estufa a 65 °C durante 16
horas (toda la noche). Si fuera posible, agitelas
dos veces mas, una hora después de colocarlas

tenga, volver a centrifugar los tubos.

Reaccion colorimétrica:

15. Retirar el hidrolizado de la estufa; agitarlo y
dejarlo enfriar a temperatura ambiente.

16. Centrifugar a 2,500 rpm durante 5 min.

Apéndice: Cuadro 5. Reactivos utilizados en la determinacién de triptéfano.

Reactivo/mezcla

Reactivos especificos

Preparacion

Recomendaciones especiales

Solucion de acetato: 0.165 M
NaH,CCOOH

Acetato de sodio

Pesar 13.6 g de acetato de sodio por
1L de agua destilada.

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH.

Mantener en reserva a 4 °C. Se mantiene
estable durante varias semanas.

Solucidn de papaina

Papaina (extracto crudo: 2.5

Pesar 40 mg de papaina por cada 10 ml

Preparar antes de cada uso.

4mg/ml unidades/mg) de solucion. Siempre preparar unamayor  Asegurarse que el amortiguador de fosfato
cantidad de solucién fresca de la que se esté a temperatura ambiente.
necesita (3 ml por cada muestra). Asegurarse que el polvo de papaina esté
completamente disuelto.
Disolver la papaina en la solucién de
acetato de sodio a temperatura ambiente.
Reactivo A Cloruro férrico hexahidratado  Disolver 270 mg de FeCI3-6H20en 1L de  En cada botella de dcido acético, hay que

Acido acético glacial

acido acético puro.

probar el desarrollo de color en presencia
del triptdfano, ya que a veces el acido
acético que no tiene aldehido no produce
suficiente dcido glioxilico para reaccionar
con el triptéfano y desarrollar color.

Reactivo B: Acido sulfdrico
30N

Acido sulfdrico (analitico)

Colocar una botella sobre hielo.

Mezclar al mismo tiempo 833.3 ml de
acido sulfdrico (al 98%) y 166.7 ml de
agua destilada para preparar una solucién
deH,50,30N.

Agregar agua destilada hasta obtener el
volumen final.

Mantener en solucion concentrada a
temperatura ambiente; se mantiene
estable durante varias semanas.

Reactivo C Reactivos Ay B Preparar una mezcla de volimenes
iguales de los reactivos A and B por lo
menos una hora antes de usarla.
Triptéfano 100 pg/ml DL-Triptéfano Preparar una solucion concentrada de 100 Preparar cada semana y almacenar a 4 °C.

pg/ml de triptéfano en acetato de sodio
0.1M con el pH ajustado a 7.
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17.
18.

Transferir 1 ml del hidrolizado a otro tubo.

Agregar 4 ml del reactivo C haciéndolo resbalar
suavemente por la pared interna del tubo.

19. Agitar muy bien en el Vortex e incubar a 63+ 2°C

durante 15 min para que se desarrolle el color.

20. Retirar las muestras de la estufa y dejarlas secar

a temperatura ambiente.

21. Leer la absorbancia a 560 nm en un

espectrofotometro.

Recomendaciones especiales:
a) Esimportante desgrasar la harina de maiz para
mejorar la precision y la reproducibilidad de
los resultados. Cuando no se desgrasan las
muestras, un 0.8% menos, en promedio, del

triptéfano es detectado con este protocolo.

b) Asegurarse que no haya particulas de las
muestras adheridas a la pared del tubo o
flotando en el sobrenadante después de
centrifugar las muestras (paso 14). Si hay
particulas adheridas, agitar la muestra una vez

mas en el Vortex y centrifugarla durante 15 min.

Como en todos los métodos analiticos, esta
reaccion es muy sensible a la precision del
pipeteado. Asegurarse que las pipetas o los
dispensadores estén correctamente calibrados.

Siempre incluir una curva de calibracién por
cada juego de muestras que se analiza en un dia.

Siempre medir el blanco del mismo lote de
papaina. La papaina es una proteina que
contiene grandes cantidades de triptéfano (cada
molécula de papaina contiene 7 unidades de
triptéfano). Es necesario restar esta cantidad

al hacer los calculos correspondientes a cada

Curva de calibracion:

1. Preparar una solucion concentrada de 100 pg/ml
de triptéfano en acetato de sodio 0.1 M con pH 7

(preparar cada semana y almacenar a 4 °C).

2. En tubos cdnicos de 15 ml, preparar diariamente
diluciones de 0, 10, 20, 15 y 30 pg/ml (en acetato
de sodio 0.1 M con pH 7). Agitar muy bien en el
Vortex antes de usarlas.

3. Producir una reaccién colorimétrica (pasos 16 a

20) utilizando 1 ml de las diluciones.

Curva de calibracion para el triptéfano:

Desarrollar una curva de calibracion utilizando
cantidades conocidas de triptofano, desde 0 a 30
ug/ml. Graficar las lecturas de absorbancia a 560 nm
como una funcion de la concentracion y calcular la
pendiente (y) de la curva de calibracion. Notese que
con la pendiente se usa la unidad DO*ml/ug.

Calculo del porcentaje de triptéfano:
La cantidad de triptdfano (trp) en cada muestra se
estima utilizando la siguiente ecuacion:

% trp = DOS.GOnm volumen hidrolizado X 100%
pendiente peso de la muestra
Ejemplo:
. 3ml
% tr ug)= ————— —— X 100%
p(g/kg) 0.0095 D%/ 80000 pg
ml

muestra.
Densidad dptica (560 nm)
0.3
Apéndice: Cuadro 6. preparacion de una curva 0.25 — )éf_oboggg;‘ /‘
de calibracion de triptéfano. ' /
0.2
Acetato /
desodio  Volumen 0.15
Tubo  Sol. conc: 100 0.1M, total  Concentracion
no. pgtrp/ml(ml) pH7.0(ml) (ml) Hg trp/ml 0.1
1 0.0 100 10,0 0.0 0.05
2 1.0 9.0 10.0 10.0 0
3 1.5 8.5 10.0 15.0 0 5 10 15 20 25 30 35
4 20 8.0 10.0 20.0 Concentracién de triptéfano (pg/ml)
5 25 75 10.0 25.0 P . .
Apéndice: Figura 1. Ejemplo de una curva de
6 3.0 7.0 10.0 30.0
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Sin embargo, esta cantidad incluye el triptofano En el que:

presente en la muestra, mas el presente en la DO -DO DO

papaina. Para calcular el contenido de triptéfano en 560 nm corregido 560 nn muestra 56?02“;15;:029;; :;aina
el material bioldgico (polvo de grano desgrasado),

restar el valor de la papaina.

0.00375
Factor = ————
Por lo tanto, el porcentaje de triptéfano debe pendiente
calcularse a partir del valor de absorbancia 3ml
. m
corregido: Notese que:————— =0.00375
80000 ug

% trp = DO x Factor

560 nm corregido

En general, una muestra con mas de 0.070% de
triptofano es considerada QPM. No obstante,
esta condicion depende también del contenido
de proteina y, por lo tanto, del valor del indice de
calidad (% trp/proteina).

Apéndice: Cuadro 7. Problemas que pueden surgir en la determinacion de triptéfano,
y sus posibles soluciones.

Problema Posibles soluciones

No hay desarrollo de color en lareaccion 1. Agregar acético anhidro del 2 al 4% al acido acético.
2. Probar otro lote de dcido acético.

Cambios en los valores de la curva del 1. Verificar la calidad de la curva de calibracion del triptéfano.
factor/Mediciones DO de la curva de 2. Probar otro lote de dcido acético.
calibracion del triptofano 3. Asegurarse que el acido sulfdrico es 30N.

4. Verificar la calidad de todos los reactivos. Preparar mds reactivos.
5. Asegurarse que todas las cantidades de reactivos han sido medidas con precision.

La DO de los blancos de papaina es 1. Verificar que la cantidad de papaina sea la correcta.
demasiado baja 2. Usar otro lote de papaina.

La DO de los blancos de papaina es 1. Asegurarse que la cantidad de papaina sea la correcta.
demasiado alta 2. Usar otro lote de papaina.

3. Probar otro lote de dcido acético.
4. Agregar anhidro acético del 2 al 4% al &cido acético.

Valores bajos para las muestras testigo 1. Asegurarse que la digestion de muestras sea correcta:
a) Asegurarse que no haya particulas en las paredes del tubo después de la digestion de muestras.
Si esto ocurre, agitar la muestra en el Vortex y centrifugar una vez mds durante 15 min.

b) Verificar que la incubacion se efectué a 65 °C durante 16 h.

2. Verificar la calidad y cantidad de los reactivos utilizados.

3. Verificar la calidad de la curva de calibracién del triptéfano:
a) Asegurarse que la solucion concentrada de triptéfano esté bien disuelta antes de hacer las diluciones.
b) Mezclar bien la solucion concentrada de triptéfano antes de hacer las diluciones.
¢) Preparar més solucién concentrada de triptofano.

Las mediciones de la DO entre 1. Verificar la precisién con que se pesaron las muestras.
repeticiones varian demasiado 2. Asegurarse que las repeticiones sean analizadas de la misma manera, utilizando el mismo lote de reactivos.
3. Asegurarse que las muestras estén a temperatura ambiente antes de hacer las lecturas.
4. Calibrar el espectrofotémetro a “cero” otra vez y asegurar que esté estable antes de hacer las lecturas de las muestras.

La papaina no se disuelve Asegurarse que la solucién de acetato esté a temperatura ambiente.
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11.3 Donadores QPM disponibles en el CIMMYT.

Donador QPM Grupo heterdtico Fuente Tipo de grano Adaptacion

(ML144 B P62 (ristalino blanco Tierra tropical baja
(ML147 B P63 Dentado blanco Tierra tropical baja
(ML150 A G24QPM Dentado blanco Tierra tropical baja
(ML176 B P63/P67 Dentado blanco / Cristalino Tierra tropical baja
(ML491 A P62 (ristalino blanco Tierra tropical baja
(ML492 B P62 (ristalino blanco Tierra tropical baja
(ML502 AB P63/P67 Dentado blanco / Cristalino Tierra tropical baja
(ML503 B P63/P67 Dentado blanco / Cristalino Tierra tropical baja
(LQ-6315 BA P63 Dentado blanco Tierra tropical baja
(LQ-6316 B P63 Dentado blanco Tierra tropical baja
(LQ-RCWQ83 AB P63/G24 QPM Dentado blanco Tierra tropical baja
(ML511 B ML176 Semi-cristalino blanco Altura media
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