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PRUEBA DE RESTAURACION DE LA FERTILIDAD A DOS
CITOPLASMAS ESTERILES (cms P y ems T) EN MAIZ
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Victor Hugo Lallana **°
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RESUMEN

Se trabajé con un tipo de citoplasma autéctono estéril P,, el cual es resistente a
Helminthosporium maydis raza T. Se demuestra que el comportamiento de este citoplasma
es distinto al cms T y se consideran los genes probables que controlan la recuperacién
de la fertilidad.

SUMMARY

Test of the fertility restauration to two sterile cytoplasms (cms P, and cms T) in com
{Zea mays L.).

The author worked with only one type of local sterile citoplasm P,, which it is
resistent to Heminthosporium maydis raza T. The behaviour of this citoplasm is unlike to
cms T and the probable genes control the fertility recuperation are considered.

¢ El presente trabajo fue presentado como tesis para optar al titulo de Ing. Agr. y reali-
zado en la Estacién Exp. Agropecuaria Regional del INTA Parani durante los afios 1974-
1975, Presentado en la Reunién de Comunicaciones Cientificas del 28/X/77.

¢¢ Direccidn actual: INALI, J. Macia 1933, (3016), Santo Tomé, Santa Fe, Argentina.
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INTRODUCCION

El maiz es una de las especies en la que méas se ha experimentado en lo que a
“vigor hibrido” se refiere. La industria del maiz hibrido se vio estimulada en gran me-
dida con el uso de la androesterilidad citoplasmatica y es objetivo del mejoramiento la
incorporacion de androesterilidad a las lineas que se van a utilizar en la obtencién de los
hibridos comerciales por una serie de factores que se consideran ventajosos, principalmente
nano de obra, costos. etc,

Hoy nos encontramos en pleno auge de la androesterilidad citoplasmatica y a pesar
de las nuevas técnicas y los nuevos descubrimientos en el campo de la biologia se han
presentado problemas muy serios que han causado pérdidas econémicas de gran magnitud.
Ejemplo de tal situacién fue el ataque a los hibridos con citoplasma tipo T (Texas) cau-
sado por Helminthosporium maydis raza T en EE.UU. en el afio 1970. Hechos como este
incieron que se produjera un cambio total del uso de androesterilidad a la produccién
de hibridos mediante despajonado a mano o con el uso de otras técnicas. En Argentina
a partir del afio 1971 se prohibi6 la venta de semilla hibrida con citoplasma estéril tipo “T".

Las primeras referencias sobre aislamientos de androesterilidad citoplasmatica en maiz
fueron dadas por Rhoades en 1931 y 1933, quien describié un tipo de polen estéril en maiz
¢l cua' se heredaba solamente a través de la hembra (en: Duvick 1959 a) Gini (1939) en
Argentina, encontré casos de esterilidad citoplasmatica en maiz en una poblacién de maiz
amargo (Amargo Blanco) de la provincia de Entre Rios. Mas recientemente, Rosbaco (1967)
en Parana, trabajando con una poblacién de “Amargo Brasilero”, encontré y aislé €l macho-
estéril de origen citoplasmatico P, (Parana 1). Duvick (1959 b) indica que se han descu-
bierto mis de un centenar de nuevas fuentes de citoplasmas estériles, pero que, probadas
criticamente parecen ser semejantes al tipo “S” (USDA) o al tipo “T” (Texas). Beckett
{1971) agrupé los citoplasmas machoestériles en tres grupos; “S”, “C” y “T", de acuerdo a
la restauracion de la fertilidad por las lineas padres.

Josephson y Jenkins en 1947 y 1948 y Jones, Everett y Rogers en 1949 presentaron
pruebas de interaccién entre genotipo y citoplasma de maiz con respecto al polen estéril (en:
Duvick 1959 a).

El ambiente o las condiciones de crecimiento, pueden cambiar profundamente las ca-
racteristicas de esterilidad de una linea o cruza. Rogers (1954), Rhoades (1951) y Duvick
(1959), dan ejemplos de la influencia que tiene el ambiente sobre el aborto del polen (en:
Pérez Aguirre y Covarrubias 1965). Singh y Langhnan (1972) presentaron pruebas de que
la fuente “S” presentaba inestabilidad citoplasmatica produciendo plantas fértiles a partir
de estériles.

La mayoria de las lineas dentadas no poseen genes recuperadores de la fertilidad, hay
un pequefio porcentaje que son completamente fértiles en citoplasma “T” y el resto son par-
cialmente fértiles. Duvick (1959 a) sefiala, ademas, que este tltimo tipo de plantas presenta
inconvenientes; primero, por la “restauraciéon parcial” y, segundo, no se pueden usar para
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Jograr un hibrido simple (progenitor del hibrido doble) estéril porque la fertilidad parcial es
mids o0 menos dominante.

Bokde (1969), determiné que la gran mayoria de las lineas colorados-duras (Flint),
atin cuando aparentan ser fenotipicamente uniformes, resultaron ser heterocigotas para los
factores recuperadores (Rf) o modificadores que restituyen la fertilidad total o parcial en el
citoplasma estéril “T”. Sélo unas pocas plantas resultaron ser homocigotas para los factores
genéticos no recuperadores o modificadores de la fertilidad.

Estos genes para androesterilidad, suelen estar acompafiados por modificadores que
alteran su efecto, Ademas, el ambiente parece influenciar la reacciéon del citoplasma estéril,
tado lo cual tiende a disminuir la efectividad del sistema en algunas especies.

Nuevas fuentes de esterilidad obtenidas en Argentina

En 1960 una poblacién de polinizacién libre denominada Amargo Brasilero “A”, de la
zona de Concepcion del Uruguay (E. Rios), al comenzar un proceso de endocria, segregd una
p'anta estéril la que se cruzé por la linea CN(rfrf) para el ems T (Troncoso 1974). Desde
entonces se mantiene mediante cruzamientos entre hermanos. Esta nueva fuente fue aislada
por Rosbaco U. F., en la E.E.R.A. Parana y fue designada como P, (Parana 1).

En 1969, al realizarse los cruzamientos de un esquema de estudio de poblaciones, en
la Cuarentin “reconstruida” de Entre Rios se detecté una planta estéril que se aislé, cru-
zindola con una hermana, Como al afio s'gu’ente segregd, se la mantuvo mediante cruzas
fratemales. En la E.E.R.A. Parana, Troncoso J. M. ais!6 esta nueva fuente y fue designada
como P, (Parani 2).

Cabe destacar que ambas fuentes no tienen ninguna relacién con el cms P de origen
paraguayo, mencionado en el trabajo de Beckett (1971)., En los citoplasmas estériles P,
y P, el efecto citoplistico parece influenciar sobre la morfogénes's floral, suprimiendo ge-
neralmente ¢l desarrollo de anteras y otra caracteristica destacable de estos materiales es la
alta estabilidad citoplasmitico-amb:ental que poseen (Troncoso 1974). La planta en si pre-
senta buen aspecto y lo mis destacab'e e inconfundible, es su panoja, que es mas bien gran-
de. abierta y presenta bien separados cada artejo o ramificacién lateral con una inclinacién
aproximada de 459 Todas estas caracteristicas hacen facil su reconocimiento a campo com-
parado con otros materiales estériles y normales.

MATERIALES Y METODOS

El material evaluado comprende lineas y poblaciones de maiz con citoplasma nor-
mal (Cuadro 1 y 2, respectivamente). Los citoplasmas estériles con los cuales se trabajé
son el cms P,, ya descripto, y el ems T (Texas). El material ems P, se mostrd resistente
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a H. maydis raza T, de acuerdo a los estud’os realizados por Martinez y Bruni (1972 b.)
y Hooker en la Universidad de 1linois (USA) (Troncoso 1974),

Con el objeto de detem’nar si €! ems aislado ea 1960 (ems P,) era dstinto o igual
al ecms T, en 1970 en la E.E.R.A. Paran4, se realizé el cruzamiento de las lineas L. 875;
I.. 232; L. 256; L. 501 y L. 628 con los citoplasmas ¢ms P, y ems T. La experiencia se
rep'tid con 'as mismas lineas para los afios 1972/73 - 1973/74; llevando po'en de la misma
planta de la linea sobre ambos citoplasmas. Las cruzas asi obtenidas fueron sembradas en
el préx'mo perfodo para observar la restauracién de la fertilidad, registrandose fértiles o
estériles, de acuerdo al tipo de panoizs y a la produccién o no de polen. Para facilitar el
recuento, a las plantas fértiles se les cortaby la panoia dejando en el campo las estériles.

En la campafia 1974/75, se hicieron las siembras de los cruzamientos con poblaciones
de maiz identficadas como: Po. 02; Po. 03; Po. 08; Po. 07; Po. 13; Colorado Ta'a; Cuarentin
Sauberant y Colorado Holandesa, para determ'nar si existian diferencias en ambos ci-
toplasmas. La s'embra se reilzé en dos épocas distintas dentro del mismo periodo. Una
s.embra invernal (23/7/74) y la otra, en época normal (15/10/74). Como no hubo dife-
renc’as de segregacién entre las dos épocas, el recuento se analizé en forma conjunta.

Para la identificacién de los distintos genotipos, se trabajo planteando hipotesis de
proporciones tedricas esperadas segin los genotipos probables y aplicando la prueba del Ji
Cuadrado para los casos dudosos con valores “significativos” al nivel del 5% (0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Anilisis de los Genes y Genotipos para las lineas probadas

Los resultados de la prueba de restauraci6a de fertilidad realizadas con e¢ms P, y
cms T (Cuadros 1 y 3), permiten afirmar que son diferentes. Corroborando los resultados
ohtenidos por J.M. Troncoso en la E.E.R.A. Parana, se concluye que la restauracién de
la fertilidad estaria controlada por la accién de un sélo gen. Este gen se encuentra presente
en las lineas probadas que al ser cruzadas con piantas de la misma o distinta poblacida, segre-
garon, evidenciando Ja presencia de RERf y rfrf.

La linea 875 presenté diferencias de segregacién en el citoplasma T con respecto
a los resu'tados obtenidos por Troncoso (1974). Puede atribuirse esto a las pocas repeti-
ciones de! ensayo, como también al bajo nimero de plantas en estudio; sin descartar
posibles acc'ones ambieatales o genes complemeatar'os que pudieran haber aciuado bajo
las actuales condiciones de experimentacién. En el presente ensayo la L. 875 presento
genes recuperadores al estado homoc'gota dominante, mientras que para el ensayo anterior
(Troncoso 1974) segregd evidenciando la presencia de genes Rf y »f. La linea 232 tam-
bién presenté diferencias de segregacién en el citoplasma P,, ya que se presenté un caso
(planta No 16) en que se comporté como no recuperadora de fertilidad, dando una
descendencia totalmente estéril a diferencia de los resu'tados obtenidos por Troncoso (1974).
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Cuadro 1. Datos de ocurrencia de segrega-
ciones de los eruzamientos de los citoplas-
mas estériles ems P, y ems T con distintas
Lineas con los recuentos de plantas fértiles
y estériles y sus probables genotipos. Refe-
rencias: Circulos negros = (rfif); Circulos

blancos = (RfRf); Circulos mitad blan-
cos = (Rfrf).
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Esto se explica debido a que la linea se mantiene por autofecundacién y en la experiencia
anterior segregé evidenciando la presencia del heterocigota (Rfrf).

El caso de la linea 501 se estd en presencia de un genotipo que no permite dife-
renciar ambos citoplasmas, se piensa que la explicacién esti en el origen de las lineas,
ya que se in‘c’é a partir del cruzamiento de maices colorados lisos (argentinos) y ama-
rillo dentado (estadounidense), En consecuencia, no esti en desacuerdo con la diferencia
entre los citoplasmas, antes anotada, sino que posee RfP, RfP, y Rfr Rfr para los cms P,
v cms T, respectivamente; puesto que en el transcurso de su endocria y seleccién estos
genes no estuvieron sometidos a presion selectiva.

Cuadro 3- Genotipos problables para el caricter en estudio (Rf) de las cruzas de los
citoplasmas estériles (ems P, y cms T) con las lineas 875; 232; 256; 501 y 628.

Genotipos
Lineas _ems Py cems T
L. 875 Rfrf RERf
L. 232 RERE Rirf rirf rfrf
L. 258 RfRf RERf rirf
L. 501 RfRf RIRf
L. 628 RERE Rfrf RERf rirf

Anilisis de los Genes y Genotipos para las poblaciones de maiz probadas

Lsquema tedrico para la interpretacion de los resultados obtenidos en la restauracién de la
fertilidad.

Considerando que el padre utilizado en la cruza proviene de una poblacién de poliniza-
e16n libre; se postula para la restauracién de la fertilidad la hip6tesis para dos genes dominan-
tes complementarios. Las gametas probables que proporcionaria este padre son 4 (Rf,Rf,-Rf,
£, —rfRE; —rfirf,). Se considera solamente el factor en estudio (genes recuperadores: RE
dominante y rf recesivo). Como la madre es estéril, su constitucién cromosénica para el factor
en estudio es rf,rf, rfxf, y daria un solo tipo de gametas (rf,rf;). En el cuadro 4 se presen-
tan las gametas de ambos padres y los genotipos y fenotipos que originan.

Cuadro 4. Gametas de los padres y los genotipos y fenotipos que originan.

Gametas

del Padre Rf, Rf, Rf, f, f, Rf, o irf,
de la Madre

of, o, Rfyrf, Rforf, Rfyxf, oforf, f ,rf, Rforf, f,rf, rforf,

o .
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Para el caso:
a) Segregacién 3 : 1 (3 Fértiles : 1 Estéril), se necesitaria la presencia de un gen
dominante (Rf; o Rf;) para que se recupere la fertilidad.

b) Segregacién 1 : 3 (1 Fértil : 3 Estériles). Aqui seria necesaria la presencia de
dos genes dominantes complementarios para una restauracién completa de la fertilidad.

Los resultados obtenidos de la prueba de restauracién de la fertilidad realizada con
cms Py y ems T (Cuadro 5) en las poblaciones de polinizacién libre, permiten arribar a las
riismas conclusiones que para el anélisis de las lineas, es decir, se puede afirmar que son
dferentes.

Tomando en cuenta la hipétesis expuestas por otros investigadores que han estudiado
este problema, se intentdé comprobar las que se ajustan a los datos observados. Ain cuando
la mayoria esti de acuerdo en que la restauracién se debe a un solo gen dominante, al ob-
servar los datos obtenidos pudo apreciarse que el mecanismo de restauracién es mds com-
plejo.

En el caso de las poblaciones 06, 07, 13, Colorado Tala y Colorado La Holandesa,
se observaron casos en que la restauracién de la fertilidad requeria la presencia de por lo
menos dos genes dominantes complementarios.

Cuadro 5. — Genotipos posibles para el caricter en estudio (Rf) de las cruzas de los cito-
plasmas estériles (ems P, y cms T) con poblaciones de maices argentinos.

Genotipos

Poblaciones cms P, cms T
Po. 02 RERf Rirf Rixrf rfrf
Po. 03 RERf Rfrf rfrf Rirf
Po. 06 RERf Rfrf RE of | Rforf, frf
Po. 07 Rf, rf, Rfrf, Rfrf
RE, rf , RE,rf,
Po. 13 RIRf Rfrf Rfrf
Rf,rf, Rfxf,
Colorado Tala RERf Rfrf Rirf rfrf
Rf, of Rf.rf,
Cuarentin
Sauberant RERf rirf

Col
e Rfrf rfrf RE, 1 REorf, virf
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Duvick (1959 a), encontré que la restauracién de la fertilidad en el citoplasma T,
raquiere por lo menos dos genes dominantes independientes; aunque la mayoria de las li-
neas estéri'es necesita solamente uno de los dominantes, A excepcién de la poblacién 07.
la restaurac'én de la fertilidad estarfa controlada por la accién de un solo gen en lo que
respecta al ems P,. Se conc'uye que los genes de restauracién de la fertilidad se hallan pre-
sentes en las pob'aciones estudiadas, ya que al efectuar los cruzamientos correspondientes
segregaron evidenciando la presencia de RfRf y rfrf. En el caso de la poblacién 07 se esta
en presencia de un genotipo que hace difici! diferenciar ambos citoplasmas. Se tendrd que
seguir investigando sobre esta poblacién en especial para determinar si existen o no di-
ferencias.

Se puede concluir, ademis, que existe una fuente de germoplasma autéctona macho-
estéril; por lo tanto es factible su explotacién para Ja produccién de semilla hibrida con Jos
maices colorados argentinos, superando de esta manera el problema presentado por cms T.
La presencia de Rfrf en las poblaciones estudiadas muestra claramente que, en el proceso
de endocria se producen el mantenedor de esterilidad (rfrf) y el recuperador de fertilidad
(RfRf). A través de 13 aiios, cms P, ha estado expuesto a una muy variada gama de am-
bientes dando pruebas de su estabilidad citoplasmatico-ambiental (Troncoso 1974). Todas
las cruzas de prueba dan progenies perfectamente identificables.

El comportamiento distinto de las lineas y poblaciones con relacién a la restauracién
de la fertilidad de cms P, y ems T, permite concluir que ambos citoplasmas son diferentes.
Esto concuerda también con la reaccién diferente de ambos a H. Maydis raza T.

Mediante la prueba de rstouracién de Ju fortilidad, Beckett (1971) agrupé los cito-
plasmas ex stenics en tres clases: ems T, cms C y ems S. Los estudios realizados en la E. E.
R.A. Parand dussnte varios wiios y Jos resultados preseatados en este trabajo. demuestran
que cins Py no ccrresponde al grupo cms T.

El aprovechamiento de esta fuente de c'top'asma estéril autéciono y res'stente per-
m tiria su uso para la produzcién comercial de semilla hibrida en gran es:ala con un mi-
nimo de riesgo ante cua'quier atagqus de patégenos consc'dos hasta este momento, No
obstante el desarrollo de patégenos altamente virulentos sobre nuevas fuentes de citoplas-
mas estériles es posible, aunque por el momento no se conocen, pero por supuesto la probabi-
lidad de este resgo se veria incrementada con el uso de una sola fuente de esterilidad ci-
toplasmatica.

Gracen y Grogan (1974), proponren cruzar cad: Jinea con varias fuentes citoplasma-
ticas de cada grupo; de esta forma los hibridos teadiian una base citoplasmatica heterogé-
nea y en caso de aparecer un parésito especifico para algin citoplasma el dafio serfa menor.
Como no se pueden mezclar c'toplasmas dentro de una planta usando las técnicas corrien-
tes, se puede mezclar fisicamente los componentes citoplasméticos que entran en un hi-
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brido. Esto se puede hacer manteniendo cada linea endocriada en varias versiones de cito-
plasmas machoestériles y sembrando en el campo una mezcla fisica (o multiplasma) de di-
ferentes versiones citoplasmaticas para la produccién del hibrido.

El padre del hibrido tendria que contener genes restauradores que recuperaran total
¢ proporcionalmente a los citoplasmas existentes en el campo.

Con este planteo se podrian producir distintas fuentes de citoplasmas dentro del
cultivo. Esto tendria un valor inapreciable si se repitiera la aparicién de un patégeno es-
pecifico citoplasmatico como ser el caso de H. maydis raza T.

Finalmente, cabe agregar que el estud'o y aislamiento de citoplasmas estériles, debe
ser la labor constante del fitomejorador.
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