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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

BLUP: “Best Linear Unbiased Predictor”. Mejor predictor lineal insesgado.
CIM: “Composite Interval Mapping”. Mapeo por intervalos compuestos.
cM: Centimorgan.

DPV: Déficit de presion de vapor.

ETO: Evapotranspiracion potencial.

kPa: Kilopascal.

LOD: Logaritmo de Odds.

MAP: “Monoammonium Phosphate”. Fosfato monoamanico.

MAS: “Marker Assited Selection”. Seleccién asistida por marcadores.
MIM: “Multiple Interval Mapping”. Mapeo por intervalos multiples.

REML.: “Restricted Maximum Likelihood”. Maxima verosimilitud restringida.

RIL: “Recombinant Inbred Line”. Linea recombinante.

SNPs: “Single Nucleotide Polymorphism”. Polimorfismo de nucleétido simple.

QTL: “Quantitative Trait Loci”. Loci de caracteres cuantitativos.

°Cd: “Grados centigrados dia”.



RESUMEN

La humedad de grano a cosecha es de vital importancia para la produccién de maiz,
ya que afecta la calidad de la semilla y los costos de produccién. Uno de los principales
objetivos del mejoramiento es reducir el contenido de agua del grano a cosecha para
disminuir el impacto econdmico del secado artificial. Ademéas del momento en el que tiene
lugar la madurez fisioldgica, la tasa de secado después de la misma tiene un alto impacto en
la humedad a cosecha. La tasa de secado es de dificil fenotipificacion a campo, por lo que
asociar el secado con otros caracteres de facil determinacion es de gran utilidad. Asimismo,
determinar las bases genéticas (QTL) de estos caracteres es de gran interés para el
mejoramiento. Finalmente, evaluar estos caracteres y sus bases genéticas no sélo en lineas
sino también en hibridos derivados es relevante para su aprovechamiento en mejora
genética. Los objetivos de la presente tesis fueron (i) caracterizar fenotipicamente una
poblacion de lineas e hibridos derivados para tasa de secado y diversos caracteres
potencialmente asociados con la tasa de secado (tiempo a antesis, stay green, largo y
namero de chalas), (ii) establecer la correlacion entre la tasa de secado en lineas e hibridos,
y su relacién con los otros caracteres fenotipicos medidos, y (iii) estudiar las bases
genéticas (QTLs) de la tasa de secado tanto en lineas como en hibridos.

Para cumplir estos objetivos se sembré una poblacién biparental de lineas
recombinantes (RILs, n=129) y sus hibridos derivados de la cruza por un tester (n=129) en
dos ambientes (fechas de siembra temprana y tardia) en Venado Tuerto. La tasa de secado
se determind ajustando un modelo lineal a mediciones periddicas de humedad post-madurez
fisiologica en cada genotipo. Para la deteccion de QTLs se utiliz6 un modelo multi-atributo
multi-ambiente para el conjunto de genotipos con regresion por mapeo de intervalos
compuestos (CIM) en base a un mapa con mas de 3000 SNPs. La variabilidad fenotipica en
lineas e hibridos para tasa de secado fue menor que para el resto de los caracteres, lo que
determind una baja heredabilidad. La influencia del ambiente en la tasa de secado fue muy
importante. Se encontraron correlaciones significativas entre la tasa de secado y caracteres
como el tiempo a antesis y el stay green en la fecha de siembra tardia, lo que sugiere que
ciertos atributos del genotipo serian importantes en ambientes que limiten la desecacién. No
se pudo establecer una relaciéon entre las lineas y sus hibridos derivados para la tasa de
secado. Se encontraron QTLs para algunos caracteres estudiados como tiempo a antesis,
largo y numero de chalas, y so6lo uno para tasa de secado en lineas, aunque no fue
consistente entre ambientes. Se concluye que la mejora genética para tasa de secado se ve

limitada por su dificil fenotipificacion y fuerte interaccion con el ambiente. La eleccion de la



poblacion de mapeo es asimismo sumamente importante para asegurar el éxito de los

resultados en este tipo de atributos.



ABSTRACT

Grain moisture at harvest is important in maize seed production; it affects grain
quality and production costs. One of the main objectives of breeding is reducing grain
moisture at harvest to reduce the economic impact of artificial drying. Besides maturity, the
grain desiccation rate after physiological maturity has an impact in grain moisture at harvest.
Phenotyping for grain desiccation is laborious, and associating grain desiccation with other
traits of easier determination would be very useful. Furthermore, determining the genetic
basis (QTL) of these traits is relevant for breeding. Finally, studying these traits and their
genetic basis not only in lines but also in hybrids is highly important for their breeding
exploitation. The objectives of the present thesis were (i) to phenotype a RILs population and
derived hybrids for grain desiccation and other traits potentially associated to grain
desiccation (time to anthesis, stay green, length and number of husk), (ii) to establish the
correlations between grain desiccation in lines and hybrids, and the association with other
measured traits, and (iii) to study the genetic basis (QTL) of grain desiccation in both lines
and hybrids.

A biparental population of recombinant inbred lines (RILs, n=129) and derived hybrids
crossed with one tester (n=129) were shown in two environments (early and late sowing
date) in Venado Tuerto. Field grain drying rate was estimated adjusting a lineal model to
grain moisture concentration data after physiological maturity for each genotype. QTL
detection was done following a multi-trait multi-environment model for the entire set of
genotypes using a composite interval mapping procedure (CIM) based on a map with more
than 3000 SNPs. Phenotypic variation in grain desiccation in both lines and hybrids was
lower than the rest of the traits, determining a low trait heritability. The influence of the
environment on grain desiccation was very important. Significative correlations between
grain desiccation and other traits such as time to anthesis and stay green were found only in
late sowing date. These correlations suggest that variation of genotypes would be important
in environments with a low rate of desiccation. There was no correlation for grain desiccation
between lines and hybrids. QTL were detected for several of the studied traits, and one QTL
was found for grain desiccation in lines, although it was not consistent between
environments. It is concluded that breeding for grain desiccation is limited by the difficulties
on phenotyping the trait, and the strong environmental influence. Future models for QTL

detection should deal with these interactions.



INTRODUCCION

1. Importancia del maiz en la Argentina

El maiz (Zea mays L.) es una especie graminea originaria del continente americano,
méas especificamente del actual pais de México. Es uno de los cereales que mas
importancia ha tenido en varios sectores de la economia a escala mundial, junto con el trigo,
el arroz y la cebada (Doggett, 1988). En los paises industrializados, el maiz se utiliza
principalmente como forraje, materia prima para la produccién de alimentos procesados v,
recientemente para la produccién de etanol. Por el contrario, en algunos paises de América
Latina y, cada vez més en paises africanos, un gran porcentaje del maiz que se produce o
se importa se destina a consumo humano (FAOSTAT, 2017).

El maiz es uno de los cultivos de mayor importancia en la Argentina. En los ultimos
50 afios la superficie destinada a la siembra de maiz tuvo disminuciones e incrementos,
basadas en decisiones técnicas y econdémicas. La Ultima década mostr6 un aumento muy
marcado alcanzando un valor cercano a los 5 millones de hectareas, explicado por una
necesidad de rotacion de lotes, desarrollo de nuevas areas productivas, basicamente en el
norte del pais, y mayor rentabilidad en comparacién a afios anteriores. En tanto el
rendimiento a nivel nacional mostré un incremento constante promediando 2 tn ha* en 1960
hasta 7 th ha! en la década del 2000. Este incremento se debié a la introduccién constante
de mejoras genéticas en el cultivo y la introduccion de nuevas técnicas productivas
(FAOSTAT, 2017).

En la campafa 2016/17 se ha evidenciado un incremento en el area cultivada de
maiz alcanzando las 4,6 millones de hectareas, un 30% mas en comparacion con las 3,5
millones de hectareas de la campafia 2015/16, basicamente por los cambios en la
comercializacion de granos en los cuales se quitd un derecho de exportacion al maiz y
gener6 una mayor competitividad del mismo en comparacién con la soja. Durante la
campafa 2015/16 la produccion nacional de maiz fue de 29 millones de toneladas, esto lo
posiciona como el segundo cultivo a nivel nacional en cuanto a superficie y volumen (USDA,
2017).

2. Manejo del cultivo e importancia del secado

El cultivo de maiz en la Argentina es llevado a cabo casi en su totalidad bajo
condiciones de secano. El agua es el principal recurso limitante. La fecha de siembra de un
cultivo es la principal practica de manejo que puede impactar tanto en el agua almacenada

en el suelo durante el barbecho previo, como en la oferta durante su ciclo y en especial



durante el periodo critico de floracién (Andrade et al., 1999). Es de suma importancia el
manejo de la misma para evitar que dicho periodo coincida con los momentos del afio que
presentan mayor probabilidad de ocurrencia de déficit hidricos (Maddonni, 2012).

Las fechas de siembra tradicionalmente recomendadas para la zona ndcleo de
produccién (Sudeste de Cordoba, Santa Fe, Buenos Aires y Entre Rios) son tempranas
dentro de la estaciéon de crecimiento, desde comienzos de septiembre hasta mediados de
octubre (Cirilo y Andrade, 1994a, 1994b). El rendimiento potencial en estas fechas es el mas
alto dentro de la region, favorecido por la alta radiacién y niveles 6ptimos de temperatura
durante todo el ciclo del cultivo (Otegui et al., 2002; Maddonni, 2012). El periodo critico de
definicion del rendimiento (i.e., 15 dias centrados en la antesis del cultivo; Andrade et al.,
1999) de estas fechas de siembra se ubica desde principios de diciembre a principios de
enero, donde todavia no hay riesgo elevado de estrés hidrico. Un retraso de la fecha de
siembra a noviembre ubica al periodo critico durante el mes de enero, con mayor
probabilidad de estrés hidrico.

La eleccion de una fecha de siembra tardia (diciembre) en el cultivo de maiz se esta
generalizando como una herramienta para diversificar el momento de ocurrencia del periodo
critico. Las fechas de diciembre lo ubican en febrero, mes que brinda un mejor status hidrico
al cultivo y donde los niveles de radiacion y temperatura son menores. En su conjunto estos
factores (mayor oferta y menor demanda hidrica) generan una menor probabilidad de estrés
hidrico. Estas fechas permiten lograr rendimientos aceptables en lotes con poca agua Util a
la siembra 0 en suelos que por su génesis tienen poca capacidad de retener agua. La
principal ventaja de las fechas de siembra tardias es que aumentan los rendimientos
minimos, otorgandole al productor una mayor estabilidad (Valdez et al., 2014; Bert y Satorre,
2012). El area sembrada con maiz tardio ha aumentado considerablemente durante los
ultimos 15 afios, coincidente con el momento en que entra la tecnologia Bt al mercado
argentino. Mientras el porcentaje de tempranos/tardios era originalmente 80/20, hace tan
solo cinco afios, fue de 70/30 durante la campafa 2008/2009 y 60/40 desde el 2011/2012 a
la actualidad (Gambin et al., 2016).

El maiz sembrado en diciembre no era originalmente recomendado por varias
razones. En primer lugar la incidencia de insectos (principalmente Spodoptera frugiperda y
Diatraea saccharalis) de dificil control se veia como un factor limitante para fechas tardias.
Las tecnologias disponibles para el control de insectos (germoplasma con biotecnologia Bt
principalmente) han cambiado drasticamente esta situacion. Actualmente existen otras
limitaciones bidticas muy dependientes del afio como la mayor incidencia de enfermedades,

aspecto que ha sido priorizado en el mejoramiento genético logrando avances significativos.
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Sin embargo, un importante problema actual y consistente afio a afio de las fechas de
siembra tardias es que el secado del grano post-madurez fisiolégica es muy lento y la
humedad a cosecha en general muy alta (Gambin y Borras, 2014). El secado ocurre durante
los meses de abril, mayo y junio, cuando la humedad relativa media del aire es muy alta y
dificulta el secado a campo de la espiga. La presente tesis pretende focalizarse en este
atributo de importancia para el productor y la industria.

Para entender los factores que influyen en el secado del grano primero es necesario
entender como crecen los granos. El crecimiento del grano puede considerarse como la
sucesion de tres etapas (Saini y Westgate, 2000). La primera, denominada fase lag, tiene
lugar durante los 15 dias post fecundacién del ovario. Esta etapa se caracteriza por una
activa division celular, donde quedan establecidos el nUmero de células endosperméticas y
amiloplastos involucrados en la posterior deposicién de almidén. Por lo tanto, esta etapa es
considerada critica en la definicion del peso de grano potencial (Brocklehurst, 1977;
Capitano et al.,, 1983; Reddy y Daynard, 1983; Ober et al., 1991; Jones et al., 1996). La
acumulacién de biomasa durante esta primera etapa es lenta, y se caracteriza por una
rapida acumulacién de agua (Egli et al., 1985; Westgate y Boyer, 1986). La segunda etapa
de crecimiento del grano, llamada de llenado efectivo, se caracteriza por una activa
acumulacién de reservas en el grano, en cereales fundamentalmente almidén. La entrada de
agua continla hasta algin momento variable de acuerdo a la especie (Egli y TeKrony,
1997), a partir del cual comienza el descenso del contenido hidrico dentro del grano. Asi, el
balance de las economias de agua y materia seca del grano a lo largo de todo el llenado
determina una caida progresiva del porcentaje de humedad, hasta alcanzar un valor critico
que esta asociado al cese de acumulacion de materia seca (Egli y TeKrony, 1997; Westgate,
1994; Saini y Westgate, 2000; Gambin y Borras, 2005). Este valor critico varia entre
especies (Egli y TeKrony, 1997), y su llegada indica que el cultivo ha alcanzado madurez
fisiolégica, definida como el momento en donde se alcanza el maximo peso seco del grano
(y rendimiento). La tercera etapa se caracteriza por constancia del peso seco y pérdida
continua de humedad del grano (Bewley y Black, 1985), desde el valor critico a madurez
fisiologica hasta el correspondiente a madurez de cosecha.

El secado del grano previo a madurez fisiolégica (desde ca. 85% a ca. 30% de
humedad en base fresca) es particularmente estable entre genotipos y condiciones
ambientales y depende de la estrecha relacion en la acumulacion de biomasa y agua en el
grano (Gambin et al., 2007). Lo mismo ocurre con el valor critico de humedad al cual se
alcanza la madurez fisiolégica, el cual es estable para diferentes genotipos de una misma

especie (Borrds y Westgate, 2006; Swank et al., 1987). S6lo condiciones de estrés muy
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extremas como una defoliacion puede provocar una aceleracion en la caida del porcentaje
de humedad previo a la madurez fisioldgica y/o un aumento en el valor critico (Tollenaar y
Daynard, 1978).

Por el contrario, el secado post-madurez fisiolégica es altamente dependiente de
variables climaticas relacionadas con la humedad relativa del aire y la demanda atmosférica
(Schmidt y Hallauer, 1996). Sin embargo, el genotipo también tiene influencia en el secado.
El momento en el que el genotipo alcanza la madurez fisiolégica influye en la tasa de secado
indirectamente modificando las condiciones climéticas al cual se expone esta etapa (Sala et
al., 2006), pero se ha encontrado influencia de otras caracteristicas del genotipo
independientes de la madurez como lo ajustado de las chalas (Troyer y Ambrose, 1971;
Hicks et al., 1976), peso hectolitrico del grano (Troyer y Ambrose, 1971; Cross, 1985),
espesor y permeabilidad del pericarpio (Crane et al., 1959), o la forma y el tamario del grano
(Cross, 1985; Hunter et al., 1979). En la actualidad existen fuertes diferencias en humedad a
cosecha entre genotipos comerciales de maiz de similar madurez, sobre todo en fechas de
siembra tardias (Gambin y Borras, 2014), y no es claro qué caracteristicas del genotipo
pueden estar influyendo en estas variaciones. Caracteres como nimero de chalas, largo de
chalas y stay green muestran importante variacion entre genotipos actuales en los
programas de mejora y podrian tener asociacion con la tasa del secado del grano. Estos
aspectos auln no han sido explorados.

Estudiar la influencia del genotipo en el secado es de gran importancia en Argentina,
donde casi el 80% del maiz producido se cosecha con un contenido de humedad superior a
la establecida para recibo. Es el grano que mas se seca artificialmente en nuestro pais y en
todos los paises productores de este cereal. La humedad de grano a cosecha es de vital
importancia para la produccion de maiz, ya que afecta la calidad del grano y los costos de
produccién. Es un factor que puede causar dificultades en la cosecha, secado artificial,
almacenaje, transporte y procesamiento de granos (Wang et al., 2012). Uno de los
principales objetivos del mejoramiento genético es reducir el contenido de agua del grano a
cosecha para disminuir el impacto econdmico del secado artificial (Dijak et al., 1999;
Sweeney et al., 1994).

3. Deteccion de QTLs para secado

Muchos de los caracteres de importancia agrondmica, como el rendimiento, el
namero de granos o el secado del grano, son caracteres cuantitativos complejos afectados
por muchos genes y el ambiente y normalmente muestran fuertes interacciones entre ellos.

La arquitectura genética se refiere al nUmero y localizacion en el genoma de los genes que
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afectan un determinado caracter, la magnitud de sus efectos y la contribucion relativa de los
efectos aditivos, dominantes y epistaticos. Segun Holland (2007), para comprender la
arquitectura de genes complejos en plantas, los objetivos de las investigaciones futuras
deben combinar diferentes avances en estadistica, fisiologia y herramientas genéticas.

La conexion entre genes y fenotipos puede enfocarse usando métodos de mayor a
menor escala o “top-down”, o métodos de menor a mayor escala o “bottom-up” (Hammer et
al., 2006). Se ha anticipado que el tipo de enfoque “bottom-up”, o partir de genes, permitiria
una mejora en la eficiencia del mejoramiento de cultivos. Sin embargo, para caracteres
complejos no se ha cumplido. Integrar los efectos de genes y sus interacciones a lo largo de
diferentes escalas de organizacién hasta predecir un fenotipo complejo puede resultar
erratico y sumamente complejo. Existen diferentes regulaciones en cada uno de los niveles
gue no permiten escalar directamente desde el gen al fenotipo (Hammer et al., 2006). Los
métodos “top-down” comienzan con el fenotipo y usan la diseccion fisiologica para llegar al
nivel gendémico molecular (Hammer et al., 2005). Este es el enfoque clasico usado para
estudiar la arquitectura genética de los caracteres complejos, observar variacion fenotipica e
intentar determinar un modelo genético adecuado para explicar la variacion fenotipica
(Reymond et al., 2003; Messina et al., 2009).

Las regiones cromosémicas que controlan los caracteres cuantitativos son
comunmente referidas como QTL (loci de caracteres cuantitativos). Es posible localizar un
QTL en el genoma y estimar su efecto asociando el caracter de interés con marcadores
moleculares de ADN (Tanksley, 1993). El mapeo de QTL ha demostrado ser una
herramienta clave para estudiar la arquitectura de caracteres complejos en plantas. Un
requisito para localizar un QTL en el genoma es contar con un mapa de ligamiento de
marcadores moleculares. Este tipo de estudios se ha incrementado a partir de la década de
1980, con el desarrollo de este tipo de marcadores. Para la mayoria de las especies
cultivadas importantes ya existen mapas de ligamiento (Hackett, 2002).

Para construir un mapa de ligamiento pueden usarse diferentes tipos de poblaciones
(i.e., F2, retrocruzas, dobles haploides, lineas recombinantes, etc.). Es critico que existan
suficientes polimorfismos y contar con marcadores moleculares que revelen estas
diferencias. Los marcadores surgen de diferentes clases de mutaciones en el ADN, ya sean
mutaciones puntuales, re-arreglos cromosémicos (inserciones o deleciones), apareamiento
desigual y errores de la ADN polimerasa (Collard et al., 2005).

Existen diferentes métodos para detectar QTL (e.g., andlisis de un Unico marcador,
andlisis por intervalos simples, analisis por intervalos compuestos; Collard et al., 2005). El

método mas simple es el andlisis de un solo punto o un solo marcador. No requiere un mapa
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de ligamiento completo y puede realizarse con métodos estadisticos basicos (Tanksley,
1993). El andlisis por intervalos analiza simultdneamente pares adyacentes de marcadores
ligados a lo largo de los cromosomas. El uso de marcadores ligados compensa la
recombinacion entre los marcadores y el QTL (Lander y Botstein, 1989). El mapeo por
intervalos compuestos (CIM) combina el mapeo por intervalos con regresion lineal e incluye
marcadores genéticos adicionales en el modelo estadistico sumados a un par adyacente de
marcadores ligados para el mapeo por intervalos. Al evaluar posibles QTL en un intervalo,
se usan otros marcadores como covariables para controlar otros QTL y reducir la variancia
residual, resultando méas preciso y efectivo (Jansen, 1993; Zeng, 1994). El mapeo por
intervalos multiples (MIM) usa simultdneamente mudltiples intervalos de marcadores para
insertar directamente mdltiples QTL posibles en el modelo, resultando mas potente y
preciso. La variancia genética en el modelo utilizado para MIM no s6lo esta determinada por
el efecto aditivo de cada QTL individual sino también por la covariancia genética entre los
QTL del modelo. Al tratarse de un modelo de mdltiples QTL se informa un r? general para
cada caracter y no individualmente para cada QTL (Kao et al., 1999).

La disponibilidad de tecnologias de marcadores moleculares provee nuevas formas
de analizar la herencia de caracteres complejos, como punto de partida para la seleccién
asistida por marcadores (MAS) (Xu y Crouch, 2008). MAS puede ser utilizada para mejorar
los esfuerzos de mejoramiento y para acelerar el desarrollo de lineas endocriadas (Asins,
2002). Para el caso particular de secado en maiz, existen pocas evidencias de QTL para
tasa de secado (Sala et al., 2006; Wang et al., 2012) y los mismos no consideran la
influencia de otros caracteres, aspecto que pretende considerarse en la presente tesis.

Finalmente, es importante remarcar que cualquier informacion de las lineas
parentales que indique la performance del hibrido derivado es altamente deseable para
eliminar la necesidad de conducir elevada cantidad de experimentos. Estudios sobre
algunos caracteres como rendimiento en grano, altura de planta y prolificidad han mostrado
baja correlacion entre lineas parentales y los hibridos derivados (Hallauer et al., 2010), lo
que estaria explicado por la baja heredabilidad de los caracteres (Sadras y Slafer, 2012).
Otros caracteres de mayor heredabilidad han mostrado correlacion entre lineas e hibridos,
como aquellos relacionados con el llenado de granos (Alvarez Prado et al., 2013b) o
fenologia (D’Andrea et al., 2013). Si bien existen evidencias de correlacién entre lineas e
hibridos para humedad a cosecha (Austin et al., 2000; Beavis et al., 1994; Melchinger et al.,

1998; Mihaljevic et al., 2005), no es asi para la tasa de secado.
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Obijetivo general:

Estudiar las bases genéticas de la pérdida de humedad del grano a partir de

madurez fisiolégica en lineas de una poblacion biparental de RILs (lineas

endocriadas recombinantes) e hibridos derivados.

Obijetivos especificos:

Hipotesis:

4.

Caracterizar fenotipicamente una poblacion de lineas e hibridos derivados para
tasa de secado y diversos caracteres a nivel de planta potencialmente asociados
con la tasa de secado (tiempo térmico a antesis, stay green, largo de chalas y

namero de chalas).

Establecer la correlacion entre la tasa de secado en lineas e hibridos, y su

relacion con los otros caracteres fenotipicos medidos.

Estudiar las bases genéticas (QTLs) de la tasa de secado tanto en lineas como

en hibridos.

La poblacién estudiada presenta variacion fenotipica para los caracteres

medidos y se espera la misma variacién en los hibridos derivados.

Se puede predecir el caracter tasa de secado de grano a partir de uno o0 mas
caracteres fenotipicos mas facilmente medibles como el tiempo a antesis, el stay

green de planta, el nUmero de chalas y el largo de chalas.

Existe una alta correlacién entre la tasa de secado de granos de las lineas

parentales y sus hibridos derivados.

Existen diferencias genotipicas para los caracteres medidos y estas diferencias
se pueden asociar a marcadores moleculares especificos (QTL), tanto en lineas

como en hibridos derivados.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Se utilizé una poblacion biparental de RILs de maiz de 129 lineas Fs y sus padres
(parental 1 y 2), desarrolladas por el departamento de investigacion maiz de Nidera S.A. El
namero de individuos evaluados es un aspecto importante en estudios de deteccion de QTL
para caracteres complejos (Bernardo, 2008).

Los parentales son de germoplasma templado, pertenecientes al grupo heterético
Flint, y fueron elegidos por su diferente tasa de secado y stay-green en base a
observaciones previas a los presentes experimentos. De esta forma se supone que las RILs
derivadas presentan variabilidad en estos caracteres, aunque no existen experimentos
previos que lo demuestren.

Todas las RILs fueron cruzadas por un probador comun para obtener 129 hibridos
simples. El probador (tester) es de germoplasma templado, del grupo heterético Lancaster
(dentado), con caracteristicas de tasa de secado y stay green intermedias a los parentales

de la poblacién.

2. Experimentos a campo

Se llevaron a cabo dos experimentos en el Campo Experimental El Recuerdo, Nidera
S.A., en Venado Tuerto, Argentina (33°43 S, 60°03 O; 115 metros snm) durante la campafia
2015/2016. Se utilizaron dos fechas de siembra, una temprana (noviembre) y una tardia
(diciembre). Originalmente la fecha temprana estaba planeada para el mes de octubre ya
que es la fecha 6ptima en la zona del experimento (Otegui et al., 2002) pero por exceso de
lluvias debio retrasarse al mes de noviembre. Las siembras tuvieron lugar el 5 de noviembre
y el 18 de diciembre del 2015.

El suelo donde se condujeron los ensayos en un Argiudol Tipico de textura franco
limosa (Soil Taxonomy, Soil Survey Staff 2010). Los experimentos se sembraron con una
sembradora neumatica experimental en un disefio de bloques completos al azar con dos
repeticiones. Cada repeticién consistié en cuatro surcos de 0,52 m de distancia y 5 m de
largo. La densidad de siembra objetivo fue de 85.000 plantas ha?! (la densidad lograda
estuvo en promedio alrededor ese valor). Los ensayos se mantuvieron libres de malezas,
plagas y enfermedades durante todo el ciclo, mediante dos aplicaciones de herbicidas
(Atrazina y Metolacloro) e insecticidas (Clorpirifos) en pre emergencia del cultivo y estadio

V3 del cultivo, no fue necesaria la aplicacion de fungicidas.
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A la siembra se aplicaron 300 kg ha' de Urea y 150 kg ha! de MAP (fosfato mono
amonico) azufrado en ambos experimentos.

Se registraron datos diarios de temperatura, precipitaciones y humedad relativa
durante el ciclo del cultivo a través de una estacibn meteorologica Pegasus EP2010,
ubicada aproximadamente a 100 metros de los experimentos. Ademas se calcularon los
valores diarios de déficit de presion de valor (DPV) y evapotranspiracion potencial (ETO).

El déficit de presion de vapor se calculé como (ecuacion 1):

DPV (kPa) = ((100 — HR) / 100) x PVS (1)

donde HR es la humedad relativa y PVS es la presion de vapor saturado (Murray, 1967).
La evapotranspiracion potencial se calcul6 como (ecuacion 2):

ETO (mm/dia) = 0,0135 x (Tmed + 17,78) x Rs ()

donde Tmed es la temperatura media y Rs es la radiacion solar incidente
(Hargreaves y Samani, 1985).

3. Mediciones fenotipicas
En cada experimento se tomaron las siguientes determinaciones fenotipicas por

parcela:

Tiempo a antesis: cuando el 50% de las plantas tenia sus estigmas visibles por fuera de las

chalas (Ritchie y Hanway, 1982). Se calcul6 el tiempo térmico a antesis como la duracién en

°Cd del periodo comprendido entre la siembra y la antesis (Monteith, 1977, ecuacion 3):

TT(°Cd)=D (Tm-Ty) (3)

donde TT es el tiempo térmico acumulado, D es el nimero de dias, Tm la temperatura media

diariay Ty la temperatura base (8 °C; Otegui et al., 1992).

Humedad de grano y tasa de secado post madurez fisiolégica: se realizaron mediciones

cada 5-7 dias de humedad de los granos, comenzando cuando el promedio de los genotipos
tenia un 32% de humedad del grano (alrededor de la madurez fisiologica, 45 dias post

antesis aproximadamente) hasta el momento en el que el promedio de los genotipos alcanz6
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un 18% de humedad, siguiendo el procedimiento de muestreo de espiga propuesta por
Borras et al. (2003). La humedad fue determinada utilizando un humedimetro marca Wile55.
El principio de funcionamiento del mismo estd basado en la medicion de una corriente
alterna de alta frecuencia que es aplicada a través de la muestra. El instrumento convierte el
vapor de dicha muestra en un valor de humedad gracias al uso de escalas o tablas de
calibracién que estan programadas en la memoria del medidor.

La tasa se secado de determind utilizando un modelo de regresion lineal entre
humedad y dias a partir de madurez fisiologica (considerada como 32% de humedad del
grano; Borrés et al.,, 2003, Gambin et al., 2007) para cada combinacién de experimento x

genotipo x repeticion (ecuacion 4):

Humedad (%) =a + b X 4)

donde a es la ordenada al origen, b es la tasa se secado (% dial) y X es el dia desde
madurez fisiolégica. Los ajustes fueron realizados usando el programa GraphPad Prism
V5.0 (Raduschev, 2007). Los r? de los modelos variaron de 0,86 a 0,89 y de 0,74 a 0,75 en
siembras tempranas y tardias, respectivamente. Un ejemplo de ajuste del modelo se
muestra en la Fig. 1, donde la tasa de secado fue -0,17 % dia?, lo que significa una caida de
humedad del 13 % en 62 dias.

r2=0,83

Humedad de grano
(%)
&

15 T T 1

1 1
40 60 80 100 120
Dias desde antesis

Fig. 1. Ejemplo del modelo lineal ajustado a los datos de humedad post madurez fisiolégica (datos de
una RIL -X3EACO03-B-409- en una repeticién en siembra temprana) para determinar la tasa de

secado.
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Largo de chalas: en una planta representativa por parcela se procedié a medir el largo de la

chala de mayor longitud y el largo de la espiga una vez removidas. El largo de chalas esta
expresado en centimetros como la diferencia entre en largo de chalas y el largo de espiga
(valores positivos: chalas mas larga que la espiga; valores de cero: chalas y espiga de igual

longitud; valores negativos: chalas de menor longitud que la espiga).

Numero de chalas: determinado en la misma espiga cosechada para las mediciones de

largo de chalas. Se procedi6 con cuidado a remover y contar todas las chalas presentes.

Stay green: se define como una caracteristica de ciertas plantas donde el proceso de
senescencia foliar estd demorado, esto significa que estas plantas permanecen verdes por
mas tiempo, demorando asi el envejecimiento (senescencia de las hojas) (Thomas y Smart,
1993).

Se realizaron mediciones semanales desde madurez fisiolégica de planta completa
utilizando una escala visual interna de Nidera. Dicha escala va de uno a nueve. Una planta
con todas sus hojas verdes corresponde a un valor de uno, por el contrario una planta
totalmente seca corresponde a un valor de nueve. Un valor intermedio, cuando la planta
tiene sus hojas basales secas hasta la altura de la espiga corresponde a un valor cinco. Se
registr6 un valor por parcela en base a la observacion conjunta de las plantas. Esta

determinacion siempre fue registrada por la misma persona.

Rendimiento: en madurez de cosecha a partir de una superficie de cosecha de 2,6 m?. Las
espigas fueron trilladas usando una trilladora estatica. Todas las muestras fueron sujetas a

analisis de humedad utilizando el humedimetro para la posterior correccion a peso seco.

4. Analisis de datos fenotipicos

Para obtener la variacion individual de los caracteres evaluados, se ajusté un modelo
lineal mixto (paquete Ime4; funcion Imer; Bates et al., 2015) en R (R Core Team 2016,
version 3.3.2) individualmente para cada caracter. EI modelo incluyé ambientes (fechas de
siembra), repeticion anidada dentro de ambientes, tipo (linea o hibrido), genotipo anidado
dentro de tipo y las interacciones tipo x ambiente y genotipo x ambiente. Los ambientes y los
blogues dentro de ambientes fueron considerados como efectos fijos, mientras que tipo,
genotipo, y las interacciones se consideraron efectos aleatorios. Los modelos fueron
ajustados mediante REML (maxima verosimilitud restringida). A partir de las varianzas se

estimo la heredabilidad en sentido amplio de cada caracter como (ecuacion 5):
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H2= 0% / [0%c+ (0%e / N) + (0% /1 N)] (5)

donde 0%z es la varianza genotipica, 0%ce es la varianza genotipo x ambiente, 0% es la
varianza residual y n y r son el nimero de ambientes y las repeticiones respectivamente
(Hallauer y Miranda, 1988).

Se calculé la heterosis promedio de los padres como la superioridad del hibrido
derivado comparado con el valor promedio de los parentales (Hallauer et al., 2010; ecuacién
6):

Heterosis (%) = [(H — L)/L] x 100 (6)

donde H es la media del hibrido derivado y L es la media de los parentales.

Para el andlisis de QTL los datos fenotipicos fueron analizados usando un modelo
mixto siguiendo el procedimiento de Malosetti et al. (2008). Los datos multi-atributo multi-
ambiente multi-tipo consistieron en | genotipos anidados J tipos (lineas e hibridos),
evaluados en K ambientes con mediciones de L atributos y M repeticiones (I = 129, J = 2, K=
2, L =6y M = 2). Cada atributo final estuvo formado por la combinacién del atributo, el tipo y
el ambiente. Esto es: seis atributos medidos (tasa de secado, tiempo térmico a antesis, largo
de chalas, niumero de chalas, stay green y rendimiento), en dos tipos (linea e hibrido), en
dos ambientes (temprano y tardio) obteniendo 24 atributos finales. Se definié un N x 1 vector
“y”, con N = |[JKLM que contiene todas las observaciones ordenadas por atributo dentro de
cada ambiente, genotipo dentro de cada tipo y repeticion. Dado que el interés principal es la
variacién genética dentro de la poblacién mas que los genotipos per se, se asumio a los
genotipos como efectos aleatorios. Las combinaciones atributo por ambiente (A-A) y tipo
anidado en A-A fueron consideradas efectos fijos. EI modelo mixto lineal para el andlisis

MTME fue el siguiente (ecuacion 7):

Y=XB+Zu+e (7)

donde Y es el vector de la observacion fenotipica, B representa un vector de efectos fijos
debido a la combinacién de A-A 'y de tipo anidados dentro de la combinacion A-A, mientras
que u y € son los vectores de los efectos aleatorios debido a los genotipos, a los bloques
anidados dentro de la combinacion A-A y a los residuales, respectivamente. X y Z son

matrices identidad de 1s y Os asociadas con los efectos fijos y aleatorios, respectivamente.
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El vector B contiene las medias de los caracteres dentro de los ambientes a través de los
genotipos y las medias de los tipos dentro de la combinacién A-A. El vector u denota los
efectos genotipicos aleatorios para cada tipo dentro de A-A. Los efectos genotipicos
aleatorios se asumen normalmente distribuidos u ~ N (0, G), siendo G una matriz de bloques
diagonales con 24 x 24 pardmetros de variancia-covariancia. Finalmente, € es un vector de
residuales no genéticos asociados con cada observacién y normalmente distribuidos € ~ N
(0, R) siendo R la variancia residual (lo%y). La covariancia fenotipica estd dada por

(ecuacion 8):

V(y) = ZGZ'+ R (8)

La diagonal de la matriz G incluye las varianzas genéticas de cada combinacién de tipo
dentro de A-A (T_A-A) y fuera de la diagonal las covarianzas genética entre cada par de
T_A-A para el mismo genotipo. Como sefalaron Malosetti et al. (2008) los efectos genéticos
aleatorios no seran independientes a través de ambientes si existen genes/QTL con efectos
estables en esos ambientes. Ademas, los efectos genéticos para los diferentes caracteres
no seran independientes si los genes/QTL estan ligados o existen pleiotropia.
Frecuentemente, los efectos de los QTL a través de los ambientes no son iguales en
magnitud e incluso, a veces, tampoco lo son en signo, dando lugar a varianzas genéticas
heterogéneas. De esta manera, se asumié una estructura de varianzas y covarianzas para
la matriz G del tipo factor analytic. Este modelo asume variancias y covariancias
heterogéneas para cada combinacion T_A-A. A partir del modelo se estimé el mejor
predictor lineal insesgado (BLUP) para cada genotipo en cada ambiente (Borevitz et al.,
2002; Zalapa et al., 2007).

Se realizdé un analisis de correlacion Pearson entre los BLUPs obtenidos de los
atributos medidos, para lineas e hibridos, en ambos ambientes (siembras temprana y
tardia).

5. Andlisis de genotipado

La informacion genética cruda de genotipado por marcadores moleculares de alto
caudal fue provista por la empresa Eurofins-BioDiagnostics Inc. (507 Highland Drive, River
Falls, WI 54022, US). Las 129 RILs y parentales fueron caracterizados genéticamente con
56.110 SNPs (polimorfismo de nucleétido simple) distribuidos homogéneamente derivados
del genoma de referencia del cultivar B73, utilizando la tecnologia lllumina MaizeSNP50
BeadChip (Ganal et al., 2013).

-21-



Para el analisis de los datos crudos de genotipado en primer lugar se identificaron y
eliminaron los SNPs monomérficos de los 10 cromosomas, se imputaron los valores de los
parentales que tuvieran dato faltante pero segregasen en la poblacién y se eliminaron las
posiciones heterogéneas para al menos uno de los parentales. La matriz resultante contenia
17.076 de los 56.110 marcadores originales. Con la matriz obtenida se ingresé a R
utilizando el paquete estadistico R/QTL (Broman et al., 2003) a través del cual se eliminaron
los individuos con menos del 80% de los SNPs genotipados y los marcadores con datos
faltantes en mas del 20% de los individuos. Luego se identificaron aquellos individuos con
alta probabilidad de encontrarse duplicados mediante un andlisis de similitud. Se
identificaron marcadores duplicados agrupando aquellos que diesen la misma informacion y
se selecciond el representante de cada grupo con menor nimero de posiciones con datos
faltantes. Tras este paso la matriz contuvo 3.901 marcadores.

Finalmente se evaluaron los patrones de segregacion de los marcadores mediante
un test de chi-cuadrado (X?) y se eliminaron aquellos en los que se encontrasen
distorsionados de la segregacion mendeliana 1:1 (Kearsey y Pooni, 1996) con un valor p de
0,05 y una correccion de Bonferroni (Dunn, 1961) por testeo mdltiple. Se eliminaron 136
marcadores por lo que la matriz quedd con 3.765 SNPs. Para concluir se estimaron las
frecuencias de recombinacién entre los marcadores permitiendo observar una buena
coherencia para el orden teérico de los mismos seguln la posicion fisica reportada para cada
uno. Por este motivo, y dado que no se contaba con el hardware necesario para estimar el
mapa genético dado el alto numero de marcadores y lineas, se decidié utilizar las posiciones

del mapa fisico como coordenadas de los SNPs para realizar el analisis de QTL.

6. Analisis de QTL multi-atributo multi-ambiente multi-tipo

Las medias fenotipicas (BLUPS) (mejor predictor lineal insesgado) calculadas usando
el modelo mixto fueron utilizadas para el mapeo de QTLs. Sin embargo, el mapeo fue hecho
utilizando un modelo mezcla (Jiang y Zeng, 1995) en lugar de un modelo mixto siguiendo la
metodologia utilizada por Alvarez Prado et al. (2013a) y Spagnolli et al. (2016). La decision
se basé en la mayor precision de los modelos mezcla respecto a los modelos mixtos cuando
la ubicacion de los QTLs no proviene de mapas de saturados. En los modelos mezcla el

término residual de la ecuacion es el Unico efecto aleatorio (ecuacion 9):

Y =XB+¢ (9)
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donde los parametros son los mismos que los de la ecuacién anterior (ecuacion 7). Los
modelos mezcla asumen que el efecto residual €;x estan correlacionados entre atributos
dentro de individuos con covarianza Cov (ex, €) Yy son independientes entre individuos
(Jiang y Zeng, 1995). Para los analisis de verosimilitud se asume que €;xs son multivariados
y con distribucién normal entre los individuos con media cero y una matriz de varianzas —
covarianzas desestructurada.

El modelo incluyendo los QTLs putativos es el siguiente (ecuacién 10):
Y=XB+xUL a+¢ (10)

donde xQTt es una matriz disefio, derivada de la informacion de los marcadores
moleculares. El término a es un vector de efectos fijos de QTLs. Finalmente la extension de

un modelo de QTL Unico a uno multi-QTL es (ecuacién 11):
Y=XB+ZXSMhaq+¢ (11)
Q

Para este analisis se siguié un procedimiento de escaneo del genoma completo con
tests para QTLs conjuntos considerando correlaciones entre atributos y ambientes para
cada tipo. Se realizd un andlisis de regresion utilizando la opcion CIM (mapeo por intervalos
compuestos) del WinQTL Cartographer V2.5 (Wang et al., 2011). El CIM fija parametros
para cada posible QTL dentro de un intervalo al mismo tiempo que fija coeficientes de
regresion parciales para el resto de los marcadores para ajustar la varianza causada por
QTLs no objetivos, de esta forma el andlisis CIM da mayor poder y precision al analisis.

El limite para declarar la presencia de un QTL conjunto significativo fue un LOD
(logaritmo de Odds) = 12, y un intervalo de escaneo de 2 pares de bases entre marcadores
y posibles QTLs. Las posiciones de los QTLs fueron asignadas a las regiones relevantes en
el punto de maximo LOD. Para cada QTL conjunto se observaron qué atributos fueron
significativos. Para ello se consider6 un LOD de 2,5. Por ultimo, todos los QTLs conjunto
fueron testeados en un modelo de prediccidn para cada combinacion de atributo-ambiente-

tipo y se observo el porcentaje de la varianza fenotipica explicada por los QTLs.
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RESULTADOS

1. Condiciones climaticas

Las precipitaciones durante la campafia 2015-16 acumularon 450 mm desde siembra
a madurez fisiologica para la fecha de noviembre y de 370 mm durante el mismo periodo
para la fecha diciembre. Se puede observar las escasas precipitaciones ocurridas
durante el mes de Marzo (19 mm) en comparacion con los meses de noviembre,
diciembre, enero y febrero que acumularon en promedio 100 mm cada uno (Fig. 2).

Las temperaturas medias promedio fueron de 19°C, 24°C, 24°C, 25°C, 20°C, 16°C,
12°C y 9°C, para los meses de noviembre, diciembre, enero, febrero, marzo, abril, mayo
y junio respectivamente. Se registraron temperaturas maximas de hasta 38°C en los
meses de diciembre, enero y febrero, y minimas de -2 °C en los meses de mayo Yy junio
(Fig. 2). Mientras que las condiciones durante el ciclo fueron similares en ambas fechas,
las condiciones durante el secado fueron contrastantes entre fechas, principalmente
debido a diferencias en las temperaturas (Fig. 2).

5.0 1

0.0 1

o1 LA

l 2015

45.0 - (A) - 40
I
)
I
40.0 -
- 35
35.0
- 30
30.0
. i L 25 £
O 25.0 : IS
g g TR
§20.0 . _ 9
[} . ! - - v 1 ©
g B BEEREHE ! it =
2 15.0 1 IRRTARIRS [ o g
T P o
10.0 o Wy

W
h

R ABR MAY JUN
2016 ‘

1L

FEB

| ||JE H
| |

I Precipitacion Diaria — T Med Diaria =~ =sseeeeee T Max Diaria S T Min Diaria

Fig. 2. Precipitaciones diarias y temperaturas medias (T Med), maximas (T Max) y minimas (T Min)
diarias; desde Noviembre de 2015 hasta Junio de 2016. Las barras superiores indican el periodo de

las mediciones de tasa de secado, (A): siembra temprana y (B): siembra tardia.
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Los periodos comprendidos entre el inicio y el fin de las mediciones de humedad de
grano (a través del cual se determind la tasa de secado de los granos) tanto en las RILs
como en los hibridos trascurrieron bajo condiciones de baja temperatura, bajo déficit de
presion de vapor, y baja ETO en las fechas de siembra temprana y tardia. A su vez, la fecha
tardia evidencio durante este periodo valores medios inferiores a la fecha mas temprana,
para temperatura media del aire (10,6°C y 18,2°C respetivamente), déficit de presion de

vapor (2,2 kPa y 4,8 kPa respectivamente) y ETO (1,6 mm y 3,4 mm respectivamente).
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Fig. 3. Déficit de presion de vapor medio diario (DPV) y evapotranspiracion potencial diaria
(ETO0); desde Noviembre de 2015 hasta Junio de 2016. Las barras superiores indican el periodo de

las mediciones de tasa de secado, (A): siembra temprana y (B): siembra tardia.

2. Caracterizacion fenotipica de lineas

Los padres de la poblacién de RIL mostraron similar tiempo a antesis en ambas
fechas (p>0,05; Tabla 1). Los genotipos de la poblaciéon de RIL mostraron poca variacion en
tiempo a antesis (Tabla 1). El tiempo térmico acumulado de siembra a antesis varié entre
RILs de 1.005 y 1.216 °Cd en la fecha temprana y de 955 a 1.181 °Cd en la fecha tardia.
Estos valores corresponden a alrededor de 10 y 9 dias de diferencia entre la primera y
dltima linea en fecha temprana y tardia, respectivamente. Esto determind a las lineas
transcurrir el periodo de llenado en similares condiciones ambientales dentro de cada fecha

de siembra. El 46% de la variacion en este atributo fue debido a diferencias entre lineas y el
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35% fue debido a diferencias entre ambientes. La variacién dada por la interaccion genotipo

x ambiente fue baja (8%; Tabla 1).

Tabla 1. Tiempo a antesis, tasa de secado de granos, stay green, nimero de chalas, largo de chalas
y rendimiento para las lineas parentales y media, minimo y maximo para 129 RILs en dos ambientes
(siembra temprana y tardia). Para cada atributo se muestra el % de la varianza total asociada a cada

componente.
Ambiente  Genotipo Tiempq Tasa secado  Stay Namero Largo Rendimiento
a antesis de grano green chalas chalas
(°Cd) (% dia?) 1a9 (#) (cm) (kg ha?)
Temprano Parental 1 1.105 -0,22 3,0 8 8,5 2.852
Parental 2 1.047 -0,23 4,5 8 7,5 4.875
RIL Media 1.095 -0,21 3,2 7 6,2 3.302
RIL Min 1.005 -0,42 1,0 5 -2.0 310
RIL Max 1.216 -0,05 9,0 11 14,0 8.772
Tardio Parental 1 1.043 -0,13 4.5 9 7,5 2.357
Parental 2 1.023 -0,20 7,5 8 8,5 2.124
RIL Media 1.051 -0,18 55 7 7,2 2.153
RIL Min 955 -0,50 1,0 5 -4,0 0
RIL Max 1.181 -0,01 9,0 16 15,0 8.407
Varianzas (%)
Gen 46 2 32 25 39 36
Amb 35 13 45 <1 6 23
Gen*Amb 8 1 9 13 7 12
Rep(Amb) 1 <1 1 1 2 1
Residual 10 84 12 61 47 29

La tasa de secado de grano no difirié significativamente (p>0,05) entre los parentales
en la siembra temprana (-0,22 y -0,23 % dia?; Tabla 1) y en la siembra tardia (-0,13 y -0,20
% dia*; Tabla 1). La media de las RILs mostré valores similares a los padres (-0,21 y -0,18
% dia! para siembra temprana y tardia respectivamente; Tabla 1) aunque evidencia
segregacion transgresiva para dicho caracter. La tasa de secado entre lineas varié desde -
0,42 a -0,05 % dia?, fecha temprana y de -0,50 a -0,01 % dia® en fecha tardia; (Tabla 1). A
pesar de ello, la variacién entre genotipos fue baja (2% del total de la varianza; Tabla 1). La
variacion entre ambientes fue mayor (13%, siendo en promedio menor el secado en fecha
tardia) aunque es evidente el importante residual para este atributo (84%; Tabla 1). La
interaccion genotipo x ambiente también fue baja (1%).

El stay green no difirié significativamente entre los parentales en siembra temprana
(3y 4,5 para el parental 1 y 2 respectivamente; Tabla 1) o tardia (4,5y 7,5; Tabla 1), aunque
el parental 1 siempre fue mas stay green que el parental 2. La media de las RILs fue mayor
en la fecha tardia respecto a la temprana (5,5 y 3,2, respectivamente; Tabla 1), y variaron

similarmente en ambas fechas (de 1 a 9; Tabla 1). El 45% de la variacién de este atributo
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estuvo dado por el ambiente, el 32% por el genotipo, mientras que la interaccién entre
ambos fue baja (9%; Tabla 1).

El nimero de chalas fue similar (p>0,05) entre parentales en ambas fechas
(alrededor de 8; Tabla 1). La media de las RILs fue de 7 en ambas fechas, y varié de 5 a 11
en la fecha temprana y de 5 a 16 en la fecha tardia (Tabla 1). La variacion entre genotipos
para este caracter fue alta (25%; Tabla 1). La variacidbn entre ambientes y la interaccién
genotipo x ambiente fue del 1 y 13% respectivamente (Tabla 1). El residual también fue
elevado (61%; Tabla 1).

El largo de las chalas (expresado como los cm. de chala que sobrepasan la punta de
la espiga), fue similar (p>0,05) entre los parentales en ambas fechas (~ 8 cm; Tabla 1). La
media de las RILs fue similar entre ambientes (6,2 y 7,2 en fecha temprana y tardia,
respectivamente; Tabla 1), y varié de -2 a 14 y de -4 a 15 en la fecha temprana y tardia,
respectivamente. El 39% de la variacion en largo de chalas fue debida al genotipo, mientras
que la variacion dada por el ambiente y la interaccién genotipo x ambiente fue baja (6 y 7%
respectivamente; Tabla 1). El residual para este caracter fue del 47%.

El rendimiento fue superior en el parental 2 respecto al parental 1 en la fecha
temprana (4.875 y 2.852 kg ha! respectivamente), aunque con diferencias no significativas
(p=0,156), mientras que fue similar entre padres en la fecha tardia (~2.200 kg ha!; Tabla 1).
La media de las RILs fue mayor en la fecha temprana (3.302 kg ha* respecto a 2.153 kg ha
en fecha tardia), y varié de 310 a 8.772 kg ha'y de 0 a 8.407 kg ha! en fecha temprana y
tardia, respectivamente (Tabla 1). El 36% de la variaciéon total de rendimiento se debié6 al
genotipo, el 23% al ambiente y el 12% a la interaccién (Tabla 1). El residual para
rendimiento fue del 29%.

La mayoria de los caracteres mostraron una correlacion positiva significativa entre
ambientes, a excepcion de la tasa de secado donde no hubo correlacion (Tabla 2). La
asociacion mostroé un r elevado para largo de chalas (0,98), tiempo a antesis (0,79), stay
green (0,72) y rendimiento (0,67; Tabla 2). La correlacion fue menor para numero de chalas
(0,37; Tabla 2).

El stay green mostrd cierta asociacion con la tasa de secado en ambas fechas
(r=0,18), aunque la misma fue positiva en fecha temprana y negativa en fecha tardia. En la
fecha tardia el tiempo a antesis se relacioné negativamente con la tasa de desecacién (r=-
0,24). La tasa de desecacién estuvo negativamente relacionada con el largo de chalas (r=-
0,26; Tabla 2).
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Tabla 2. Matriz de correlacion de Pearson entre los BLUPs para los caracteres tiempo térmico a
antesis (TTA), tasa de secado (TS), stay green (SG), nimero de chalas (Nch), largo de chalas (Lch) y
rendimiento (Rend) para las RILs en siembra temprana (Temp) y tardia (Tard). En fondo gris se
indican las correlaciones para un mismo caracter entre ambientes. En negrita se indican las
correlaciones significativas (p<0.05).

TTA TS TS SG SG Nch Nch Lch Lch  Rend Rend
Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard

TTATemp 0,79 -0,05 -0,16 -0,02 0,13 -0,16
TTA Tard -0,24 -0,04 -0,17 0,31 -0,35
TS Temp 0,05 0,19 -0,01 0,13 -0,06
TS Tard -0,18 0,05 -0,26 0,30
SG Temp 0,72 0,10 0,38 -0,34
SG Tard -0,09 0,38 -0,48
Nch Temp 0,37 -0,13 0,19
Nch Tard -0,41 0,26
Lch Temp 0,98 -0,68
Lch Tard -0,57
Rend Temp 0,67

3. Caracterizacion fenotipica de hibridos

Los hibridos derivados de la cruza de las RILs por un tester mostraron similar tiempo
a antesis en ambas fechas (promedio de 996 y 956 °Cd* en siembras tempranas y tardias
respectivamente; Tabla 3). Los genotipos mostraron poca variacion de dicho caracter, el
tiempo térmico acumulado de siembra a antesis varié entre 958 y 1.076 °Cd en la fecha
temprana y entre 897 y 1.014 °Cd en la fecha tardia. Estos valores corresponden alrededor
de 5y 4 dias de diferencia entre el primero y ultimo hibrido en fecha temprana y tardia,
respectivamente. Esto determind que los hibridos transcurrieran el periodo de llenado en
similares condiciones ambientales dentro de cada fecha de siembra. Las diferencias entre
genotipos explicaron el 26% de la variacion (Tabla 3), mientas que el ambiente el 59%
(Tabla 3). La variacién dada por la interaccién genotipo x ambiente fue baja (3%; Tabla 3).

La tasa se secado de granos tuvo valores medios superiores en fecha temprana (-
0,21 % dial; Tabla 3) que en fecha tardia (-0,11 % dia; Tabla 3), variando de -0,30 a -0,11
% dia en siembras tempranas (Tabla 3) y de -0,18 a -0,05 % dia! en tardia (Tabla 3). Las
variaciones ambientales tuvieron un importante efecto sobre este caracter (89%; Tabla 3),
mientras que las diferencias entre hibridos y su interaccién con el ambiente tuvieron escasa

importancia (<1% y 2 respectivamente; Tabla 3).
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Tabla 3. Tiempo a antesis, tasa de secado de granos, stay green, nimero de chalas, largo de chalas
y rendimiento para los hibridos derivados en dos ambientes (siembra temprana y tardia). Para cada
atributo se muestra el % de la varianza total asociada a cada componente.

Tiempoa Tasasecado Stay Numero Largo

Ambiente Genotipo : Rendimiento
antesis de grano green chalas chalas
(°Cd) (% dia?) (1a9 (#) (cm) (kg ha®)
Temprano  Hibridos Media 996 -0,21 2,9 7 2,4 12.956
Hibridos Min 958 -0,30 1,0 5 0,0 6.492
Hibridos Max 1.076 -0,11 5,0 9 7,0 18.670
Tardio Hibridos Media 956 -0,11 5,0 8 2,5 12.867
Hibridos Min 897 -0,18 2,0 6 0,0 6.502
Hibridos Max 1.014 -0,05 8,0 12 7,0 17.865
Varianzas (%)
Gen 26 <1 11 4 28 13
Amb 59 89 59 39 <1 <1
Gen*Amb 3 2 5 2 <1 <1
Rep(Amb) <1 <1 6 11 3 <1
Residual 12 8 18 44 69 87

El stay green tuvo valores medios superiores (plantas mas secas) en la fecha de
siembra tardia respecto a la temprana (5 y 2,9 respectivamente; Tabla 3) y vari de 1 a5 en
siembras tempranas (Tabla 3) y de 2 a 8 en siembras tardias (Tabla 3). La diferencia entre
hibridos explicé un 11% de la variacién (Tabla 3), mientras que el ambiente lo hizo en un
59% (Tabla 3), finalmente la magnitud de la interaccién fue del 5% (Tabla 3).

El nimero de chalas tuvo valores medios similares en ambas fechas de siembra (7 y
8, temprano y tardio respectivamente; Tabla3), variando de 5 a 9 en siembras tempranas
(Tabla 3) y de 6 a 12 en tardia (Tabla 3). El efecto ambiente fue del 39% (Tabla 3). Los
genotipos y su interacciobn con el ambiente tuvieron efectos menores (4 y 2
respectivamente; Tabla 3, siendo el residual para este atributo del 44% (Tabla 3).

El largo de las chalas en los hibridos tiene valores similares (minimos de 0, medios
~2,5y maximos de 7 cm) para ambas fechas (Tabla 3). La variacion debido al ambiente fue
baja (<1%; Tabla 3), estando las diferencias explicadas por la variacion entre genotipos
(28%). La interaccion entre ambos factores es irrelevante (<1; Tabla 3). Se observa un
importante efecto residual sobre este caracter (69%; Tabla3).

El rendimiento medio de los hibridos en fecha temprana fue 12.956 kg ha! (Tabla 3)
y en tardia 12.867 kg ha* (Tabla 3). Los rendimientos minimos fueron 6.492 y 6.502 kg ha*
en siembras temprana y tardia respectivamente (Tabla 3), mientras que los maximos fueron
18.670 y 17.865 kg ha' (Tabla 3). Las diferencias de rendimientos estuvieron explicadas

principalmente por las diferencias entre genotipos (13%; Tabla 3), mientras que el ambiente
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y las interacciones genotipo x ambiente fueron despreciables (<1%; Tabla 3). Es evidente el
efecto residual observado (87%; Tabla 3).

La mayoria de los caracteres mostraron una correlacion positiva significativa entre
ambientes, a excepcion de la tasa de secado y el numero de chalas donde no hubo
correlacion (Tabla 4). La asociacion mostré un r elevado para largo de chalas (0,97), tiempo
a antesis (0,74) y stay green (0,50; Tabla 4). La correlacién fue menor para rendimiento
(0,22; Tabla 2).

El stay green mostro cierta asociacion negativa con el tiempo térmico a antesis (r=~-
0,28) y positiva con el largo de chalas (r=~0,26) en ambas fechas. La tasa se secado se
relacion6 negativamente con el tiempo térmico a antesis en la fecha tardia (r=-0,22) y con
namero de chalas en el mismo ambiente (r=-0,20). EI nidmero de chalas, a su vez, se
relaciond negativamente en fecha tardia con stay green (r=-0,23) y con el largo de chalas
(r=-0,35).

Tabla 4. Matriz de correlacién de Pearson entre los caracteres tiempo térmico a antesis (TTA), tasa
de secado (TS), stay green (SG), niumero de chalas (Nch), largo de chalas (Lch) y rendimiento (Rend)
para los hibridos derivados en siembra temprana (Temp) y tardia (Tard). En fondo gris se indican las
correlaciones para un mismo caracter entre ambientes. En negrita se indican las correlaciones
significativas (p<0.05).

TTA TS TS SG SG Nch Nch Lch Lch Rend Rend
Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp  Tard

TTA Temp 0,74 0,06 -0,30 0,06 0,14 -0,05
TTA Tard -0,22 -0,27 0,09 0,07 0,00
TS Temp 0,04 -0,11 -0,04 0,06 -0,15
TS Tard 0,13 -0,20 -0,03 -0,17
SG Temp 0,50 0,02 0,23 0,05
SG Tard -0,23 0,29 0,09
Nch Temp 0,15 0,01 -0,03
Nch Tard -0,35 0,10
Lch Temp 0,97 -0,30
Lch Tard -0,09
Rend Temp 0,22

4. Relacion fenotipica entre lineas e hibridos derivados

Como se observa en la Tabla 5, el tester y las RILs mostraron similar (p>0,05) tiempo
a antesis en ambas fechas (promedian de 1.133 a 1.095 °Cd* en siembras tempranas y
1.081 a 1.051 °Cd? en siembras tardias; Tabla 3). Los hibridos tuvieron valores medios
inferiores a las lineas (996 y 956 °Cd* en siembras tempranas y tardias respectivamente),
demostrado por la heterosis negativa del caracter (-10%; Tabla 5). Este posee una alta
heredabilidad en sentido amplio (0,87; Tabla 5), y coeficiente de variacion bajo (5,2%),

explicado principalmente por las diferencias entre lineas e hibridos (tipo) en un 70% (Tabla
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5), mientras que las diferencias dentro de lineas y dentro de hibridos fue baja (12%; Tabla
5), al igual que el efecto ambiental (13%; Tabla 5). Las interacciones del tipo y de los

genotipos con el ambiente fueron practicamente nulas (<1 y 2 respectivamente; Tabla 5).

Tabla 5. Valores medios de: tiempo a antesis, tasa de secado de granos, stay green, nimero de
chalas, largo de chalas y rendimiento para las 129 RILs, el tester y sus hibridos derivados en dos
ambientes (siembra temprana y tardia). Para cada atributo se muestra el coeficiente de variacién
(CV), heredabilidad en sentido amplio (H?), heterosis (HET) y % de la varianza total asociada a cada
componente.

Tiempo a Tasa secado Stay  Numero Largo

Ambiente Genotipo ; Rendimiento
antesis de grano green chalas chalas
(°Cd) (% diat) (1a9 (#) (cm) (kg ha?)
Temprano RIL Media 1.095 -0,21 3,2 7 6,2 3.302
Tester Media 1.133 -0,24 6,5 5 6,0 3.601
Hibridos Media 996 -0,21 2,9 7 2,4 12.956
Tardio RIL Media 1.051 -0,18 57 7 71 2.153
Tester Media 1.081 -0,18 7,0 5 8,0 2.009
Hibridos Media 956 -0,11 5,0 8 2,5 12.867
CV (%) 52 19,8 28,1 4,2 46,2 65,2
H2 0,87 0,10 0,77 0,45 0,72 0,54
HET (%) -10 -22 -31 15 -64 399
Varianzas (%)
Gen 12 1 24 15 13 1
Tipo 70 <1 2 <1 66 93
Amb 13 35 49 4 <1 <1
Gen*Amb 2 2 8 5 1 <1
Tipo*Amb <1 20 1 13 2 1
Res 3 42 15 61 18 4

La tasa de secado de granos mostro diferencias significativas (p<0,05) entre el tester
y las RILs en siembras tempranas (-0,24 y -0,21 % dia* respectivamente; Tabla 5), mientras
gue en siembras tardias la tasa fue similar (-0,18 % dia'l; Tabla 5). Los hibridos tuvieron
valores iguales a las RILs en siembras tempranas (-0,21% dia; Tabla 5), mientras que en
siembras tardias la tasa de secado de los hibridos fue inferior (-0,11; Tabla 5). La heterosis
promedio del caracter es -22% (Tabla 5) y su heredabilidad en sentido amplio es baja (0,10;
Tabla 5). El coeficiente de variacién es de 19,8% (Tabla 5), debido principalmente al efecto
ambiental y su interaccién con el tipo (35 y 20% respectivamente; Tabla 5). El tipo per se no
presentd gran variacion (<1%; Tabla 5), al igual que el genotipo y la interaccion del mismo
con el ambiente (1 y 2% respectivamente; Tabla 5). Se observa una importante participacion
del residual en la variabilidad del caracter (42%; Tabla 5).

El stay green del tester fue significativamente superior (p<0,05) al de las lineas en

siembras tempranas (6,5 y 3,2 respectivamente; Tabla 5) y tardias (7 y 5,7 respectivamente;
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Tabla 5). Los hibridos mostraron valores medios de 2,9 y 5 en siembras tempranas y tardias
respectivamente (Tabla 5). Los valores de los hibridos inferiores a los de las RILs y tester se
explican en parte por la heterosis negativa (-31%). El coeficiente de variacion es de 28,1%
(Tabla 5). Las principales diferencias dentro de este atributo se deben al efecto ambiental
(49%; Tabla 5) y la variacién entre genotipos dentro de tipo (24%; Tabla 5). El tipo y las
interacciones con el ambiente son de menor efecto (Tabla 5).

El nimero de chalas del tester fue 5 en siembras tempranas y tardias (Tabla 5),
mientras que las RILs tuvieron valores medios de 7 en ambas fechas (Tabla 5), siendo estas
diferencias no significativas (p>0,05). Por su parte los hibridos presentaron una leve
variacion entre ambas fechas (7 y 8, temprano y tardio respectivamente; Tabla 5). La
heterosis es positiva aunque su valor es bajo (15%; Tabla 5). La heredabilidad es media
(0,45) y el CV es bajo (4,2%; Tabla 5).

El largo de chalas del tester fue 6 y 8 cm. en siembras tempranas y tardias
respectivamente (Tabla 5), mientras que las RILs tuvieron valores de 6,2y 7,1 cm. (Tabla 5).
No hubo diferencias significativas entre tester y RILs en ninguna de las fechas de siembra.
Los hibridos presentaron valores inferiores en ambas fechas (~2,5 cm.; Tabla 5),
demostrado por la heterosis negativa del caracter (-64%). La heredabilidad fue alta (0,72) y
el CV es elevado (46,2%), explicado principalmente por el efecto tipo en un 66%, seguido
por la variacién entre genotipos dentro del tipo (13%; Tabla 5), mientras que el ambiente y
sus interacciones tuvieron escaso efecto (Tabla 5).

El rendimiento de las lineas fue similar (p>0,05) al tester en ambas fechas de
siembra (Tabla 5). Los hibridos tuvieron rendimientos superiores a las lineas en ambas
fechas (12.956 y 12.867 kg hal, temprano y tardio respectivamente; Tabla 5), evidenciado
por la alta heterosis del caracter (399%; Tabla 5). La heredabilidad es media (0,54; Tabla 5)
y el CV es alto (65,2), explicado en un 93% por la diferencia entre lineas e hibridos (tipo)
(Tabla 5).

Varios caracteres mostraron una correlacion positiva significativa entre tipos (lineas e
hibridos) dentro del mismo ambiente, a excepcién de la tasa de secado y el rendimiento en
los cuales no se encontré asociacion (Tabla 6). Se observé un r elevado para largo de
chalas (~0,60) y tiempo a antesis (~0,50). La correlacion fue menor para nimero de chalas
(~0,30) y stay green (~0,25; Tabla 6).

También se observaron correlaciones entre los tipos para los diferentes ambientes.
El tiempo térmico a antesis de hibridos en siembra temprana se asoci6é positivamente con el
de lineas en siembra tardia. El stay green de lineas en fecha temprana se relacion6

positivamente con el de hibridos en fecha tardia (r=0,30), y el de hibridos en fecha temprana
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con el de lineas en tardia (r=0,24). El numero de chalas de lineas en fecha temprana se
asocié en forma positiva con el de hibridos en tardia (r=0,31). El largo de chalas tuvo
correlacion positiva entre lineas en fecha temprana e hibridos en tardia (r=0,56) y entre
hibridos en temprana y lineas en fecha tardia (r=0,58; Tabla 6).

La tasa de secado de las lineas en fecha temprana se relacioné negativamente con
el tiempo térmico a antesis de los hibridos en ambas fechas (r=-0,20). Este dltimo se
relaciond negativamente en todas la combinaciones de tipo y ambiente con el stay green
(r=~0,22). El stay green de las lineas en fecha temprana se asocié en forma positiva con la
tasa de secado de los hibridos en fecha tardia (r=0,22). Por dltimo el largo de chalas tuvo
asociaciones negativas con el nimero y positivas con el stay green (Tabla 6).
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Tabla 6. Matriz de correlacion de Pearson entre los caracteres tiempo térmico a antesis (TTA), tasa de secado (TS), stay green (SG), nimero de chalas (Nch),
largo de chalas (Lch) y rendimiento (Rend) para las RILs (L) y los hibridos derivados (H) en siembra temprana (Temp) y tardia (Tard). En fondo gris se indican las
correlaciones para un mismo caracter entre ambientes. En negrita se indican las correlaciones significativas (p<0.05).

TTA Tasa de secado Stay green Num de chalas Largo de chalas Rendimiento
H L H L H L H L H L H L H L H L H L H L H L H
Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard Temp Tard
L 0,51 0,52 0,14 -0,15 -0,09 -0,20 -0,08 -0,04 0,10 0,12 0,13 0,05
Temp
H 0,57 -0,20 -0,10 -0,20 -0,14 0,01 -0,07 0,16 0,21 -0,17 -0,03
TTA
L 0,56 0,03 -0.13 -0.15 -0,20 -0,09 -0,06 0,11 0,13 0,09 0,06
Tard
H -0,20 -0,11 -0,30 -0,20 0,00 -0,01 0,06 0,11 -0,10 -0,20
L 0,10 0,06 0,13 0,05 0,03 0,05 -0,01 0,01 -0,10 -0,07
Temp
H -0,11 0,05 0,06 -0,11 -0,02 0,06 0,08 -0,09 -0,06
TS
L J -0,03 0,03 0,13 0,04 0,09 -0,09 -0,08 -0,03 -0,10
Tar
H 0,22 0,14 0,00 0,10 -0,08 -0,04 0,09 0,07
L 0,29 0,30 -0,07 -0,20 0,32 0,29 -0,02 -0,10
Temp
H 0,24 -0,01 -0,20 0,05 0,07 0,07 0,06
SG
L 0,21 -0,02 -0,20 0,30 0,27 -0,06 -0,05
Tard
H -0,04 -0,16 0,08 0,09 0,16 0,15
L 0,18 0,31 -0,02 -0,04 0,11 0,07
Temp
H 0,14 -0,14 -0,20 0,15 -0,06
Nch
L 0,42 -0,30 -0,30 0,14 0,22
Tard
H -0,30 -0,30 0,26 0,10
L 0,56 0,56 -0,15 -0,03
Temp
H 0,58 -0,40 -0,20
Lch
L 0,58 -0,14 -0,03
Tard
H -0,40 -0,20
L 0,08 0,10
Temp
Rend H 0,00
L Tard 0,05




5. Analisis de QTLs conjuntos

Para este andlisis se realizd una regresién utilizando mapeo por intervalos
compuestos (CIM), considerando las correlaciones entre atributos y ambientes para cada
tipo.

Se identificaron 20 QTLs conjuntos (Join trait) significativos (LOD>12), distribuidos a
lo largo del genoma completo a excepcién del cromosoma 5 en donde no se identificaron
QTLs (Fig. 4). En el cromosomas 1 se encontraron cuatro QTLs conjuntos (1, 2, 3y 4), en el
cromosoma 2 un QTL conjunto (5), en el cromosoma 3 tres QTLs conjuntos (6, 7 y 8), en el
cromosoma 4 uno (9), en el cromosoma 6 uno (10), en el cromosoma 7 dos (11 y 12), en el
8 se encontraron cuatro QTLs conjuntos (13, 14, 15y 16), en el cromosoma 9 un QTL (17) y
finalmente en el cromosoma 10 se encontraron tres QTLs conjuntos (18, 19 y 20; Fig. 4).

Tabla 7. Ubicacion en los cromosomas (Crom) y posicion (cM) de los 20 QTLs conjuntos (Join Trait)

identificados.
TL Posicion
Canjunto Crom (cM)
1 1 29,5
2 93,4
3 192,0
4 220,8
5 2 161,0
6 3 40,7
7 146,6
8 236,1
9 4 204,8
10 6 157,6
11 7 49,0
12 168,1
13 8 26,9
14 8 67,6
15 8 90,9
16 116,0
17 9 129,3
18 10 23,9
19 67,9
20 235,8
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Fig. 4. Ubicacién en los cromosomas de los QTLs detectados. QTLs conjuntos (Join trait) y atributos
individuales, tiempo térmico a antesis (TTA), tasa de secado (TS), largo de chalas (Lch) y nUmero de
chalas (Lch) para los tipo linea (L) e hibrido (H). Los dos bloques pertenecientes a los atributos
individuales muestran el efecto aditivo de los QTLs en cada ambiente (siembra temprana a la
izquierda y tardia a la derecha). El efecto aditivo corresponde al alelo del parental 2.
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Los QTLs conjuntos identificados explicaron porcentajes elevados de la varianza

fenotipica de cada combinacion atributo-ambiente-tipo, desde 21 a 55%, en promedio 33%

(Fig. 5). El tiempo térmico a antesis estuvo explicado en un 45% en promedio por los QTLs

detectados, siendo un ~39% para lineas y un ~52% para los hibridos. La tasa de secado fue

explicada por el modelo en un 29% en promedio, siendo ~27 y ~30% para lineas e hibridos

respectivamente. El stay green estuvo explicado en un ~36% de su varianza fenotipica,

~40% en lineas y ~32% en hibridos. En el

namero de chalas fue en promedio un 26%,

siendo ~28 y ~23% para lineas e hibridos respectivamente. El largo de las chalas estuvo

explicado en un ~25% de su variacion fenotipica, ~25% en lineas y ~26% en hibridos. Por

altimo el rendimiento fue explicado por el modelo en un 37% en promedio, siendo ~37% en

lineas y ~37% en hibridos (Fig. 5).

50.0

VARIANZA
(%)
=
[=]

10.0

|

0.0 .. e T -
TE ’TA TE ’TA TE lTA TE ‘TA TE ITA TE ‘TA\TE ‘TA TE ‘TA]TE y[TA TE ‘TA!TE ‘TA TE ’TA
HB LN HB LN HB LN HB LN ‘ HB LN HB LN
TTA Tasa de secado Stay green Niamero de chalas| Largo de chalas Rendimiento
ATRIBUTOS

Fig. 5. Proporcion de la varianza total explicada por el modelo multi-atributo multi-ambiente multi-tipo,
para atributos: tiempo térmico a antesis (TTA), tasa de secado, stay green, nimero de chalas, largo
de chalas y rendimiento. Ambiente: siembra temprana (TE) y siembra tardia (TA). Tipo: lineas (LN) e

hibridos (HB).
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6. Analisis de QTLs individuales

Dentro de cada QTL conjunto detectado se observd qué atributo fue significativo.
Para identificar estos QTLs individuales se utilizé un valor LOD>2,5 para el caracter tasa de
secado de grano y LOD>3 para el resto (largo y nimero de chalas, stay green, tiempo
térmico a antesis y rendimiento).

Como se observa en la Tabla 8 se encontraron atributos que co-localizaron en nueve
de los veinte QTLs conjunto identificados. Los QTLs significativos correspondieron a los
caracteres tiempo térmico a antesis, tasa de secado y largo de chalas. La tasa se secado de
las lineas en fecha temprana co-localizé con el largo de chalas de hibridos en fecha tardia
dentro de un QTL conjunto del cromosoma 1 (QTL conjunto 3). En el cromosoma 4 se
encontré el nimero de chalas de lineas en fecha temprana en el QTL conjunto 9. El resto de
las co-localizaciones corresponden al caracter tiempo térmico a antesis en diferentes
combinaciones de tipo-fecha de siembra. En la fecha temprana se ubico6 el TTA de las lineas
en el cromosoma 8 (QTL conjunto 14), y TTA de los hibridos en los cromosomas 7, 8 y 10
(QTLs conjuntos 12, 14 y 20 respectivamente). En fecha tardia se encuentra el mismo QTL
para las lineas en el cromosoma 8 (QTL conjunto 14), mientras que en los hibridos se
repiten los QTLs conjuntos 12 y 14, y se agregan nuevos en los cromosomas 1y 8 (QTLs
conjuntos 2, 13, 15 y 16). Se puede observar que en el QTL conjunto 14 (cromosoma 8,
posicién 67,6 cM) se encuentran co-localizando el TTA de lineas e hibridos en ambas
fechas de siembra y en el QTL conjunto 12 (cromosoma 7, posicién 168,1 cM) co-localizan
el TTA sélo de hibridos también en las dos fechas (Tabla 8). Los efectos aditivos
corresponden a los efectos alelo del Parental 2 sobre la media de la poblacion, se observan
valores positivos para la mayoria de los QTLs detectados, salvo para el largo de chalas que
tiene un valor de -0,1 (cromosoma 1) y el tiempo térmico a antesis de hibridos en fecha

temprana en el cromosoma 10 (-4,7; Tabla 8).
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Tabla 8. Atributos individuales co-localizados con los QTLs conjuntos (Join trait). Atributos: tiempo
térmico a antesis (TTA), tasa de secado, nimero de chalas y largo de chalas. Ambientes: siembra
temprana y tardia. Tipo: lineas e hibridos. Efecto aditivo y LOD de cada combinacién atributo-

ambiente-tipo.

QTL Andlisis . ) Posicion  Efecto
Conjunto  de QTL Atributo Tipo re Crom (cM) Aditivo LOD
14 Siembra TTA Linea 0,34 8 67,6 8,8 3,0
12 temprana TTA Hibrido 0,55 7 168,1 5,0 4,0
14 TTA 8 67,6 4,5 3,1
20 TTA 10 235,8 -4,7 35
3 Tasa de secado Linea 0,30 1 192,0 <1 2,6
9 Num de chalas 0,36 4 204,8 0,2 3,1
14 Siembra TTA Linea 0,44 8 67,6 9,2 3,0
2 tardia TTA Hibrido 0,49 1 93,4 57 3,2
12 TTA 7 168,1 8,3 9,0
13 TTA 8 26,9 8,2 8,6
14 TTA 8 67,6 8,2 9,3
15 TTA 8 90,9 5,9 4,2
16 TTA 8 116,0 5,9 4,1
3 Largo de chalas 0,25 1 192,0 -0,1 3,2
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DISCUSION

El secado de los granos post madurez fisioldégica es altamente dependiente de
variables climaticas relacionadas con la humedad relativa del aire y la demanda atmosférica
(Schmidt y Hallauer, 1996). Los resultados de la presente tesis son consistentes con esto,
mostrando que el ambiente (fecha) explicé una importante proporcion de la variacion en la
tasa de secado tanto en lineas como en hibridos. La tasa de secado fue menor (valores
menos negativos) en la fecha de siembra mas tardia comparado con la fecha temprana, lo
que va de la mano con los menores valores de déficit de presion de vapor y
evapotranspiracion potencial durante el secado en la fecha tardia respecto a la fecha
temprana. Los resultados muestran que el ambiente siempre fue mas importante que el
genotipo en determinar la tasa de secado post madurez fisioldgica.

Ademés del ambiente, el genotipo también tiene influencia en el secado a través de
diferentes caracteristicas como lo ajustado de las chalas, el peso hectolitrico, y el espesor y
permeabilidad del pericarpio del grano (Troyer y Amborse, 1971, Hicks et al., 1976, Cross,
1985; Crane et al., 1959). Sin embargo, la poblacion bajo estudio en la presente tesis mostré
poca variacion genotipica en la tasa de desecacion. La poblacion de RILs evidencié un alto
error mientras que en los hibridos fue muy importante el efecto ambiental. Todo esto
determiné una baja heredabilidad del caracter, en contraposicion con lo encontrado en Sala
et al. (2006), donde la heredabilidad estimada para la tasa de secado fue alta. A diferencia
de lo observado en Sala et al. (2006), esto puede deberse a que las lineas padres en la
poblacion usada en la presente tesis tampoco mostraron importante variacion en tasa de
secado. Los padres tampoco mostraron diferencias consistentes en otros atributos
genotipicos potenciales relacionados con la tasa de secado como el stay green, largo de
chalas y numero de chalas, lo que puede impactar en los resultados obtenidos. Esto
demuestra la importancia en la eleccion de los padres de la poblacién bajo estudio,
particularmente cuando se trabaja con atributos de dificil determinacion fenotipica o que en
su determinacién tienen un alto error. Tampoco se observé asociacién entre la tasa de
desecacion en lineas o hibridos entre ambientes, lo que podria también estar ligado a la
poca variacion del caracter.

El resto de los atributos evaluados (tiempo a antesis, stay green, nimero de chalas y
largo de chalas) si mostraron mayor variacion entre genotipos, siendo esta variacion en
general mas importante en lineas que en hibridos. La heredabilidad de estos caracteres
también fue mayor a la tasa de desecacion, siendo menor para aquellas variables con mayor

error en su determinacion, como por ejemplo el niumero de chalas. En concordancia con
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estos resultados también se observd asociacién entre ambientes para todos los atributos
tanto en lineas como en hibridos. Una alta heredabilidad de estos caracteres también ha
sido reportada previamente (tiempo a antesis, Kinfe y Tsehaye, 2015; stay green, Bekavac
et al., 2007; largo de chalas, Cui et al., 2016).

Al analizar la asociacién entre la desecacion y el resto de los atributos medidos,
resulta interesante destacar que tanto en lineas como en hibridos se observd mayor
asociacion entre determinados atributos y la desecacion en la fecha de siembra tardia, lo
que sugiere que ciertos caracteres del genotipo serian relevantes ante condiciones
ambientales que limiten la desecacion. Por ejemplo, la relacién negativa entre desecacion y
tiempo a antesis en la fecha tardia sugiere que ciclos mas largos tienen mayor desecacion.
Esto va de la mano con la marcha del déficit de presién de vapor, que mostré valores mas
favorables para el secado cuando el mismo fue més tardio. Asimismo, en la fecha tardia
también se observo una asociacién negativa entre desecacion y stay green, lo que significa
que plantas méas secas favorecen la desecacion. EI niumero de chalas se asocio
negativamente con la desecacion en hibridos, a diferencia de lo encontrado por Nielsen
(2000) y Thomison (2004), aunque esto puede estar ligado al trade-off detectado entre
namero y largo de chalas. Otra relacion no esperada fue la relacién negativa tanto en lineas
como en hibridos entre el largo de chalas y la desecacién en la fecha tardia. Se concluye
gue de todos los atributos del genotipo medidos, la fenologia y el stay green serian
importantes en la determinacion de la tasa de secado. Como fuera dicho previamente, estos
atributos del genotipo serian relevantes ante condiciones ambientales que limiten la
desecacion.

Para el mejoramiento es de vital importancia que caracteres estudiados en las lineas
se expresen de igual manera en los hibridos derivados. EI comportamiento de lineas
endocriadas es un mal predictor de comportamiento de los hibridos para ciertos caracteres
como el rendimiento (Bekavac et al., 2008; Hallauer and Carena, 2009; Hallauer and
Miranda, 1988), pero un buen predictor para peso de grano (Alvarez Prado et al., 2013b).
Los resultados de la presente tesis muestran que independientemente del ambiente, lineas
e hibridos evidencian cierta asociacién para atributos como tiempo a antesis, stay green,
namero de chalas y largo de chalas, pero no para la tasa de desecacion. Sala et al. (2012)
encontraron alta correlacion entre lineas e hibridos para humedad de grano a cosecha, pero
esta asociacion para tasa de secado no habia sido explorada. Nuevamente, esto puede
deberse a la poca variacion entre genotipos explorada. A pesar de esto, se concluye que en
esta poblacién, lo que se observé en la linea no seria extrapolable al hibrido. En definitiva

esto indicaria que los resultados podrian favorecer la produccién de semilla a través de un
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mejor secado de las lineas, pero no impactaria al nivel del productor mejorando el secado
del hibrido.

Muchos de los caracteres de importancia agronémica, como el rendimiento, el
namero de granos o el secado, son caracteres cuantitativos complejos afectados por
muchos genes y el ambiente, y que muestran interacciones entre los genes y el ambiente.
Pocos investigadores lograron demostrar que la tasa de secado de granos esta controlada
por efectos aditivos en mayor medida que los no aditivos, teniendo alta heredabilidad y
siendo heredado en forma estable (Purdy y Crane, 1967; Cai 1995). En la presente tesis se
pone en evidencia una heredabilidad muy baja para la tasa de secado. Esto estd asociado a
varios factores, en primer lugar la escasa variabilidad genotipica presentada por el caracter,
2% y 1% en lineas e hibridos respectivamente, la elevada influencia ambiental, y el error
asociado a la determinacion de la tasa se secado, tanto en las mediciones de humedad de
grano a campo, como en las estimaciones de la tasa de secado a través de regresiones
lineales. De todas formas, a través del mapeo por intervalos compuestos, se identifico un
QTL controlando la tasa se secado de los granos de las lineas en fechas tempranas,
ubicado en el cromosoma 1. Esto surge como un dato relevante para el mejoramiento del
cultivo de maiz, aunque se deben reconocer las limitaciones previamente mencionadas.

Los QTL para tasa de secado encontrados en trabajos anteriores (Sala et al., 2006)
fueron ubicados en los grupos de ligamiento 1, 5 y 8, donde el correspondiente al
cromosoma 1 se ubica en una posicion diferente al encontrado en esta tesis. Por otro lado,
Wang et al. (2012) encontraron 10 QTL distribuidos en los cromosomas 2, 3, 6 y 8. Estos
QTL no parecen ser relevantes para el germoplasma descripto y estudiado en la presente
tesis.

El resto de los caracteres estudiados (tiempo a antesis, nimero de chalas, largo de
chalas y rendimiento) fueron incluidos en el andlisis de QTL a fin de determinar su
asociacion con la tasa de secado, aunque los resultados son pocos concluyentes. Los
resultados del analisis muestran QTL detectados para tiempo a antesis, pero ninguno co-
localiza con el QTL de tasa de desecacion, como podria esperarse en base a los datos
fenotipicos. Tal como lo demostraron Chardon et al. (2004), existen varias regiones del
genoma que regulan el tiempo a antesis. El QTL detectado para tasa de desecacion en
lineas co-localiz6 con un QTL para largo de chalas en hibridos, pero esta asociacion
tampoco fue observada con los datos fenotipicos.

Se detectaron posiciones del genoma que podrian estar explicando la variacion
fenotipica observada en largo y numero de chalas. El largo de chalas fue ubicado en un QTL

del cromosoma 1, mientras que el numero de chalas en el cromosoma 4, en concordancia
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con un QTL previamente reportado por Cui et al. (2016), quienes detectaron 5 QTL para el

namero de chalas ubicados en los cromosomas 4, 5, 9y 10.
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CONCLUSIONES

La poblacién de RILs no mostré la variacién fenotipica esperada para tasa de
secado, lo que se vi6 ademas limitado por la dificultad de determinacién del atributo. La
poca variacion en este atributo y otros de interés entre los padres pudo haber contribuido a
limitar la segregacion en la poblacion, lo que demuestra la importancia en la eleccion de
padres en las poblaciones de mapeo, particularmente para rasgos de dificil determinacion
como el considerado en la presente tesis.

El efecto ambiental sobre la tasa de secado fue muy importante, independientemente
del tipo linea o hibrido, y el efecto del genotipo tendi6 a ser mas importante cuando las
condiciones ambientales limitaron la desecacion de los granos, como una fecha de siembra
tardia. La fenologia y el stay green de planta parecen ser atributos importantes a la hora
seleccionar por lineas de mas rapida desecacion.

No se pudo establecer una relacién entre las lineas y sus hibridos derivados para la
tasa de secado de granos. La relativa poca variacion genotipica detectada, el alto impacto
del ambiente y dificultades en la determinaciéon pueden explicar este resultado. Se concluye
que lo observado en las lineas para desecacion dificilmente sea extrapolable al hibrido
derivado, a pesar de que otros atributos pueden estar asociados.

Se encontraron QTLs para cuatro de los seis caracteres estudiados (tiempo a
antesis, tasa de secado, largo y nimero de chalas). Sélo para el atributo tiempo a antesis se
observé mayor estabilidad a través de tipo (linea e hibrido) y de los ambientes, en
concordancia con la mayor heredabilidad del caracter. Para la tasa de secado y largo y

numero de chalas, los QTL detectados no fueron estables a través de tipo y ambiente.
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