m SOCIEDADE DE CIENCIAS
AGRARIAS DE PORTUGAL

M

Hibridacion y fenologia de los hibridos obtenidos
entre teosinte introducido en Espaiia y maiz tolerante
a cicloxidim

Hybridization and phenology of hybrids obtained between teosinte introduced
in Spain and cycloxydim tolerant maize

Maria Arias-Martin*, Maria Concepcion Escorial Bonet & Ifiigo Loureiro Beldarrain

Dpto. Proteccidn Vegetal, Centro Nacional Instituto de Investigacidn y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA, CSIC), Madrid, Esparia
(*E-mail: arias.mario@inia.csic.es)
https://doi.org/10.19084/rca.35123

Recibido/received: 2024.01.15
Aceptado/accepted: 2024.02.28

RESUMEN

El término teosinte se aplica a un grupo de especies y subespecies del género Zea, entre las que se encuentra el
ancestro silvestre del maiz. En 2014 se notifico su presencia en campos de maiz de Aragdén y Catalufia, donde ocasiona
reducciones importantes en la cosecha. Se han puesto en marcha diferentes medidas de control para contener su avance,
entre ellas la autorizacion excepcional del cultivo de maiz tolerante al herbicida cicloxidim (inhibidor del enzima acetil
CoA carboxilasa) en las zonas infestadas. La relacion entre el maiz y el teosinte permite su hibridacién y la posibilidad
de un flujo de genes del maiz a la planta silvestre. La introgresién de genes de resistencia a herbicidas del maiz a
teosinte ha sido recientemente citada en Francia donde estd autorizado el cultivo de maiz tolerante a cicloxidim. En este
estudio se ha determinado durante dos afos la tasa de hibridacién entre un cultivar de maiz tolerante a cicloxidim y el
teosinte introducido en Espana y se ha realizado un seguimiento de la fenologia vegetativa y reproductiva de hibridos y
parentales durante un afio. Para ello, se han llevado a cabo cruzamientos de floracion libre entre teosinte como parental
femenino y maiz como parental masculino en el exterior en condiciones ambientales no controladas. La identificacién
de los hibridos se realizé mediante pulverizaciéon con cicloxidim (200 g. m.a. ha'). A pesar del solapamiento de la
floracion entre el teosinte y el maiz, inicamente se obtuvieron hibridos en uno de los afios en un porcentaje del 3,4%.
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ABSTRACT

The term teosinte applies to a group of species and subspecies of the genus Zes, including the wild ancestor of maize.
In 2014, its presence was reported in corn fields in Aragon and Catalonia, where it can cause significant reductions in the
harvest. Different control measures have been putin place to contain its advance, including the exceptional authorization
of the cultivation of corn tolerant to the herbicide cycloxydim (acetyl CoA carboxylase enzyme inhibitor) in infested
areas. The relationship between maize and teosinte allows hybridization and the possibility of gene flow from maize to
the wild plant. Introgression of herbicide resistance genes from maize to teosinte has recently been reported in France
where cycloxydim-tolerant maize is authorized for cultivation. In this study, the hybridization rate between a cycloxydim
tolerant maize cultivar and teosinte introduced in Spain was determined during three years and the phenology
during the vegetative and reproductive phase of hybrids and parents was monitored. For this purpose, free-flowering
crosses between teosinte as female parent and maize as male parent were carried out under outside uncontrolled
environmental conditions. Hybrid identification was carried out by spraying with cycloxydim (200 g. m.a. ha").
Despite the flowering overlap between teosinte and maize, hybrids were obtained in only one of the three years at a
rate of 3.4%.

Keywords: Zea mays, herbicide tolerance, agricultural risk, gene flow.
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INTRODUCCION

El teosinte es el nombre comun con el que se co-
noce a un conjunto de especies y subespecies del
género Zea, cuyo centro de origen se encuentra en
Meéxico y Mesoamérica. En la UE se ha citado la
presencia de teosinte de forma oficial en Francia en
1990, en el norte de la region de Nouvelle Aquitai-
ne (Arvalis, 2013) y en Espafia en 2014, en la zona
del Valle del Ebro de Aragén y Catalufia (Pardo
et al., 2014). Los analisis genémicos han determi-
nado que el teosinte encontrado en Espana es de
origen mixto Zea mays ssp. mexicana, Zea mays ssp.
parviglumis, posibles ancestros del maiz cultivado,
y una variedad cultivada de maiz no identificada
(Diaz et al., 2020). Debido a este parentesco, el maiz
y teosinte pueden cruzarse y producir hibridos
viables (Anderson & de Vicente, 2010). A través del
flujo de genes el teosinte podria adquirir caracte-
risticas del cultivo que favorezcan su proliferacion
y persistencia (Le Corré ef al., 2020; Arias-Martin
et al., 2022).

En Espafia, la presencia de esta mala hierba en los
campos de maiz representa un riesgo agricola al
competir con el cultivo causando importantes pér-
didas econdmicas. En las zonas infestadas se han
puesto en marcha diferentes medidas de control
para contener su avance, entre ellas la autoriza-
cién excepcional del cultivo de maiz tolerante al
herbicida cicloxidim (inhibidor del enzima ace-
til CoA carboxilasa), que permitiria el control del
teosinte. Sin embargo, a posteriori, se ha visto que
es posible la introgresidon de genes de resistencia a
herbicidas del maiz a teosinte (Le Corré et al., 2020).

El objetivo de este estudio fue determinar la capa-
cidad de hibridacion entre maiz tolerante a cicloxi-
dim y el teosinte introducido en Espana y, con los
hibridos obtenidos, realizar un seguimiento de la
fenologia vegetativa y reproductiva con el fin de
compararla con la de los parentales.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
Se utilizaron las variedades de maiz Mas 46.CR to-

lerante al herbicida cicloxidim (inhibidor del enzi-
ma acetil CoA carboxilasa), denominada variedad
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DUO. Las semillas de teosinte (Tz) que infestaba
campos de maiz localizados en Candasnos (Zara-
goza, Espana) fueron proporcionadas por el Centro
de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragén (CITA).

Cruzamientos teosinte @ x maiz DUO &
e identificacion de los hibridos F,

Durante los afios 2021 y 2022 se realizaron cruza-
mientos por polinizaciéon libre en condiciones de
competencia de polen para la obtencion de hibri-
dos F, entre el teosinte y maiz DUO. Las siembras
se realizaron el 5 y el 15 de mayo en 2021 y 2022,
respectivamente en macetas de 30 cm de diame-
tro, ubicadas en el exterior de las instalaciones
del INIA (40° 27" N; 32 45°0). El crecimiento de las
plantas y el protocolo para la realizacion de los
cruzamientos se describe en Arias-Martin et al.
(2019). Las semillas recogidas en las plantas de teo-
sinte se desinfectaron con Domestos® (7%) duran-
te 10 minutos, se aclararon con agua tres veces y
se sembraron en camara en condiciones controla-
das (25:20°C y 16:8h dia/noche). Cuando las plan-
tulas se encontraban en el estado de 2-3 hojas, se
realizé una aplicaciéon con cicloxidim a dosis de
campo (200 g. m.a. ha'). Los tratamientos se rea-
lizaron con un pulverizador automatico (Devries
Manufacturing, Hollandale, EEUU) equipado con
una boquilla plana Teejet 8002-E calibrado para
pulverizar 175 L.ha.' a 130 kPa. Tres semanas des-
pués del tratamiento se contabilizaron las plantas
supervivientes que se identificaron como hibridos
F,. Se calculd la hibridaciéon como la razén entre el
n° de hibridos detectados y el n® de semillas germi-
nadas, en porcentaje. Ademas, se calcul6 la hibri-
dacién minima estimada, puesto que puede haber
hibridos que no germinen, como la razén entre el
n® de hibridos y el total de semillas analizadas, en
porcentaje.

Fenologia de hibridos y parentales

Para el seguimiento fenoldgico de su etapa vegeta-
tiva y reproductiva, el 15 de mayo de 2022 se reali-
zaron las siembras de los parentales directamente
en macetas ubicadas en el exterior. Los hibridos F,
se sembraron el 10 de mayo en condiciones contra-
ladas para su identificacion y 18 dias después se



trasplantaron a las macetas definitivas. El cultivo
de las plantas se realizd en las condiciones descri-
tas en el apartado anterior. El crecimiento vegetati-
vo (VE) de las mismas se midié una vez por sema-
na durante 6 semanas después de la emergencia.
Se analizo la altura, area del tallo entre las hojas
3 y 4, namero de hojas y nimero de tallos secun-
darios. Durante la fase reproductiva se contabilizé
el n® de dias hasta la aparicion del penacho (VT) y
de los estigmas (R1). La duracién de VE, VT y R1
se expresd en grados-dia acumulados (GDA). Los
grados-dia se calcularon con limites de temperatu-
ra maxima (Tmdax) y minima (Tmin) de 30 °C y 10
°C respectivamente, siguiendo la ecuaciéon GDD,
= [(Tmin + Tmax)/2]-Tb, donde la temperatura base
(Tb) fue de 10 °C (Tsimba et al., 2013).

Andlisis estadistico

Se analizaron los datos para evaluar las diferen-
cias en la altura, area del tallo, n® de hojas y n® de
tallos secundarios durante la fase vegetativa entre
los parentales y la F1 mediante un Modelo Lineal
Multivariante (MLM) con correccién de Bonferro-
ni. El factor fijo fue el genotipo, empleando como
covariable los GDA en cada dia de muestreo. Las
medias marginales son los niveles medios genera-
les predichos por el modelo MLM en cada medi-
cion. Se utilizo el software SPSS (IBM©SPSS® Esta-
distica, V29, 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

Hibridacién entre maiz DUO y teosinte

So6lo se consiguieron hibridos en el afio 2022 en
el cruzamiento entre el teosinte como parental

femenino y el maiz DUO como masculino, con
una tasa del 3,4 £ 76 %, y una hibridacién mini-
ma estimada de 1,6 + 3,5% (Tabla 1). Este resulta-
do coincide con los obtenidos en los experimentos
de cruzamientos entre Tz y una variedad de maiz
Bt (MONBSIO resistente a insectos) realizados en
idénticas condiciones experiméntales, en el que so-
lo se consiguid éxito en el cruzamiento en el afo
2022 de tres evaluados (Arias-Martin et al., 2024).

De las cuatro plantas analizadas del cruzamiento
Tz x maiz DUO en 2022, sélo una de ellas se cruzé
con el maiz. En esta planta se contabilizaron 102 se-
millas de las cuales germinaron 47 (46 %). Se iden-
tificaron ocho plantas hibridas, lo que corresponde
a un porcentaje de hibridacién del 17%, siendo la
hibridaciéon minima estimada del 7,8%.

La introgresion de genes de resistencia a herbicidas
del maiz a teosinte ha sido recientemente citada en
Francia en condiciones de campo (Le Corré et al.,
2020), donde esta autorizado el cultivo de maiz
DUO desde el afio 2000. En el afio 2021 se docu-
mentd que el nivel de casos de plantas de teosinte
con resistencia a cicloxidim, y por tanto hibrida-
das con maiz, detectados en Francia era moderado
(5-20 casos) (R4P, 2023).

Fenologia de las plantas en la etapa vegetativa

La Tabla 2 muestra los valores (media marginal +
DE) para los parametros evaluados. Los hibridos
F, Tz x DUO presentaron una altura que fue sig-
nificativamente mayor a la de las plantas de los
parentales. En estas plantas F, las hojas emergie-
ron antes, lo que dio lugar a un niimero de hojas
significativamente mayor. En relacion a la seccion
del tallo, las plantas F; tuvieron un area del tallo

Tabla 1 - Hibridacién entre maiz DUOQ y teosinte introducido en Espaiia. El valor de hibridacion (media + DE) se calcula en re-
lacion a las semillas germinadas. La hibridacion minima estimada (media + DE) se calcula en relacidn a las semillas

analizadas
Ao Plantas Total semillas Semillas Germinacion N2 hibridos Plantas con Hibridacion Hibridacion (%)
analizadas (semillas/ analizadas (%) detectados hibridos minima
(N92) /planta) (%) estimada
(%)
2021 5 861 400 59,8 0 0 0 0
(172,2 £171)
2022 4 527 527 37,2 8 20 1,6+3,5 3,476
(105,4 + 74)
Total 9 08+1,1 1,7+2,4
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Tabla 2 - Altura, area del tallo, nimero de hojas y tallos secundarios (media marginal + DE), de los parentales e hibridos
analizadas una vez por semana durante seis semanas desde la emergencia. Letras diferentes indican diferencias

significativas [(MLM, F (P<0.05)]

Altura

Generacion (cm) Area del tallo (cm?) N2 hojas N2 tallos secundarios
Maiz DUO 53,47+1,3a 2,1+0,1b 8,6+0,1a Oa
Teosinte Tz 53,8+1,3a 1,5+0,1a 8,1+0,1a 24+0,2c
F,(Tz x DUO) 736+13b 2,0+0,1b 11,2+0,1b 0,8+0,2b
F(P) 83,3 (<0,00) 10,93 (<0,00) 161,47 (<0,00) 28,15 (<0,00)

igual al del maiz y significativamente mayor que el
de las plantas de teosinte. En cuanto a los tallos se-
cundarios, las plantas de teosinte fueron aquellas
que presentaron el mayor niimero, seguidos de los
hibridos y por tltimo la variedad de maiz, que no
los presento (Tabla 2).

Evolucion temporal de las fases reproductivas

Las plantas hibridas necesitaron unos GDD si-
milares a los del maiz DUO, para la apariciéon de
inflorescencias masculinas y femeninas, lo que co-
rresponde a que las plantas F, llegaron a sus fases
reproductivas alrededor de 10 dias después que las
del maiz. Sin embargo el parental silvestre necesi-
té un mayor numero de GDA para completar las

2022
Maiz DUO[® AW (33)
Teosinte Tz[—® A& | (38)
Fi(Tzx DUO)[® A8 (19)
T T T
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Figura 1 - Grados-dia de crecimiento (GD) hasta VE (e), VT
en el 50% de las plantas (&), y R1en el 50% de las
plantas (m) de los parentales e hibridos. Entre pa-
réntesis se indica el nimero de plantas evaluadas.
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fases reproductivas: 1232 GDA para alcanzar VT y
1516 GDA en el caso de R1, lo que en términos de
dias supuso un minimo de un mes mas. Las sedas
o estigmas aparecieron a finales de agosto, mien-
tras que el maiz DUO entré en antesis a finales
de julio junto con las plantas hibridas (Figura 1).
En una tnica generacién el ciclo reproductivo de
las plantas F1 se aproxima a la del maiz. Esto po-
dria favorecer el cruzamiento de las plantas con
fondo genético teosinte con el cultivo en condicio-
nes de campo.

CONCLUSIONES

El teosinte introducido en Espana es capaz de hi-
bridar con la variedad de maiz DUO resistente al
herbicida cicloxidim. El porcentaje medio de los
dos afios estudiados para la hibridaciéon de ambos
genotipos fue del 1,7% (0 % - 3,4 %). Los hibridos
obtenidos sobrevivieron a una aplicacion de herbi-
cida a la dosis empleada en condiciones de campo.
Ademas, las plantas hibridas eran mas altas y con
un mayor numero de hojas que ambos parentales,
caracteristicas que podrian favorecer su persisten-
cia. El ciclo reproductivo de las plantas hibridas se
acorta en relacion al de las plantas de teosinte y se
aproxima al del maiz, lo que podria favorecer su
retrocruzamiento, dando lugar a plantas mas pa-
recidas al maiz.
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