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RESUMEN

Los cambios operados en los Ultimos afios en la estrategia de siembra del cultivo de
maiz en diferentes regiones ubica el periodo entre floracion y madurez comercial en
condiciones climéticas contraproducentes para la pérdida de humedad de los granos. El
periodo de madurez de loa granos de maiz, se dividi6 en dos etapas, primero desde
floraciébn hasta madurez fisioldgica, donde se define el peso de grano (PG), y segundo la
etapa de secado de granos, donde se define la humedad del grano (HG) a cosecha. El
objetivo de la presente tesis fue estudiar las bases genéticas (QTL) de la maduracién de los
granos de maiz en una poblacion de 173 lineas doble haploide (DH). Los caracteres
evaluados se descompusieron en atributos simples, y existié variabilidad fenotipica para
todos los caracteres estudiados (p<0,001). También se observd que genotipos con tiempo
térmico (TTA) similares, pueden tener duraciones de llenado de grano (DLLG) muy
diferentes. No existe una correlacién significativa entre el contenido de humedad de los
granos a madurez fisiolégica (CHMF) y la duracién del secado los granos (DSG), por lo
tanto, los genotipos pueden tener diferentes DLLG y valor similares DSG. Se observé que a
medida que el CHMF es mayor, la Tasa de secado de granos (TSG) también lo es. Esto
podria indicar, que el CHMF condiciona en parte a la TSG. Se detectaron 29 QTL
(LOD=2,5). La variacion fenotipica explicada (VFE) por caracter, vario desde 7 a 60%. La
ubicacién conjunta de QTL para PG, DLLG, tasa de crecimiento de los granos (TCG),
maximos contenido de agua en los granos (MCAG), CHMF, TSG y DSG, ayudan a explicar
las correlaciones fenotipicas observadas. Los resultados obtenidos aportan al conocimiento
actual de las bases genéticas de la maduracion los granos de maiz a través del analisis
fenotipico y la identificacion de QTL de caracteres asociados a la determinaciéon del PG y el

secado de los granos.

Palabras clave: QTL, llenado de granos, secado de granos.
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ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF QTLS OF PHYSIOLOGICAL MECHANISMS
RELATED TO THE FINAL KERNELWEIGHT, IT’'S PATTERNS OF GROWTH AND THE
DRYDOWN OF MAIZE KERNEL

Corn planting date strategy has changed in the last few years in some regions. The
planting date has been delayed and this change has exposed the period between flowering
and harvest to unfavorable weather conditions for the loss of grain moisture content. This
period is traditionally divided in two phases, the first one from flowering to physiological
maturity, where the PG is defined, and the second, the dry down phase, in which the grain
moisture at harvest is determined. The goal of this project was to study the genetic bases of
the maturation of corn kernel in a population of 173 DH. These two phases have been
dissected in simple traits and they were evaluated in a field. Significant differences were
observed for all the traits (p<0,001). Genotypes with similar TTA could have very dissimilar
DLLG. There was not significant correlation between CHMF and the DSG, so genotypes
could have different DLLG and similar DSG. As the CHMF increases, the TSG is higher. This
could indicate that the CHMF determines a part of the TSG. Twenty-nine QTL have been
detected (LOD=2,5). The VFE (%) by trait, varied from 7 to 60%. Several colocalizations of
QTL for PG, DLLG, TCG, MCAG, CHMF, TSG y DSG were detected. This result helps to
explain the phenotypic correlations between traits. The results of this study helped increase
the knowledge about the maturation of corn kernels, through the phenotypic analysis and the
identification of QTL related to the PG and the definition of kernel moisture at harvest.
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INTRODUCCION

Los mejores hibridos de maiz (Zea mays) para una regién especifica son aquellos
gue exploran por completo el ciclo de crecimiento, adecuandose a las limitaciones del
entorno local. Cuanto mas largo sea el ciclo de crecimiento, mayor sera el grupo de madurez
(entendido como el tiempo entre la siembra y la madurez) de los hibridos adaptados a este
ambiente particular. En bajas latitudes, donde la temperatura y la radiacion no varian mucho
a lo largo del afio, los hibridos de ciclo largo (para estas regiones, materiales tropicales y
subtropicales) son generalmente los mas adecuados ya que tienen rendimientos potenciales
mayores y aprovechan los recursos del ambiente mas eficientemente que hibridos de ciclo
mas corto (Laffite y Edmeades, 1997; Bruns y Abbas, 2006). Por el contrario, en latitudes
altas, la radiacion y la temperatura disminuyen notablemente durante el llenado del grano y
el rendimiento en kilogramos de grano por hectarea generalmente disminuye a medida que

aumenta el ciclo de madurez de los hibridos (Ruget, 1993).

En Argentina la region maicera central estd ubicada entre 32° y 35°S, donde los
hibridos templados de ciclo largo producen generalmente el maximo rendimiento (Otegui et
al., 1995). En los ultimos afios, la producciéon de maiz en Argentina ha sufrido cambios
culturales muy importantes ya que por un lado el area cultivada se expandié al sur del
paralelo 37°S (Calvifio et al., 2003). Y ademas la estrategia de siembras tardias ha crecido
considerablemente con el objetivo de evitar que el periodo de floracién coincida con el
momento del afio cuando las probabilidades de ocurrencia de déficit hidrico y estrés térmico
son mas altas. En comparacién con las regiones productivas y fechas de siembra
tradicionales del cultivo de maiz, estas nuevas areas y cultura de producciéon exponen al
periodo de llenado de granos a condiciones climaticas desfavorables para la pérdida de
humedad de los granos, debido a bajas temperaturas y alta humedad relativa del aire
provocando que el cultivo de maiz alcance la madurez comercial mas lentamente. Este
ambiente contraproducente para alcanzar la madurez comercial incrementa la
susceptibilidad del cultivo a volcarse, quebrarse, enfermarse y de esta manera perjudicar
negativamente el margen bruto, ya sea por una reduccion de la cantidad de grano
cosechado, mermas de calidad o gastos de secado artificial. En nuestro pais casi el 80% del
maiz producido se cosecha con un contenido de humedad superior a la establecida para
recibo (mayor a 14.5%). El impacto econémico del secado artificial es negativo y, por otro
lado, el secado excesivo puede provocar efectos de perdida en la calidad de grano para

determinadas industrias, como ser las fisuras para la molienda seca (Precop, 2006).
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Los cambios en la produccién de maiz anteriormente mencionados obligan a los
programas de mejoramiento a ofrecer materiales que se adapten mejor a condiciones
ambientales desfavorables durante el llenado y secado de granos sin perder potencial de
rendimiento. Y como el rendimiento y la humedad de los granos a cosecha estan
correlacionados positivamente (Hallauer y Miranda 1988; Mather y Kannenberg 1989) este
objetivo puede ser dificil de alcanzar sin afectar negativamente los rendimientos. Los
cambios de objetivos en los programas comerciales de mejoramiento enfocados a capturar
un segmento del mercado de maiz pueden llevar muchos afios, pueden ocurrir cinco afos,
desde que comienza el desarrollo de las poblaciones de mapeo de QTL hasta que comienza
el ciclo de mejoramiento asistido por marcadores moleculares, al cual se aplica una
seleccidn asistida mediante los QTL encontrados en estas poblaciones. De ahi en adelante
transcurren varios afios entre 5 y 8 hasta lograr un producto comercial con las

caracteristicas deseadas.

En el presente trabajo de tesis se plantea el estudio de un modelo ecofisiolégico que
brinde informacién genética y fenotipica para definir una estrategia de mejoramiento con el
objetivo de lograr genotipos que en un ambiente particular logren alcanzar la cosecha con un
menor contenido de humedad sin reducir su potencial de rendimiento. EI modelo
ecofisiolégico planteado consta de diseccionar en caracteres simples dos caracteres
complejos, como son la determinacion del peso final de los granos (PG) y la humedad final

de los granos (HG).
Peso final de granos

El rendimiento en grano de cultivos extensivos es considerado un caracter complejo.
Una manera comun de simplificar esta complejidad es estudiar los mecanismos fisiolégicos
relacionados a la determinacién de los principales componentes del mismo, el nimero de
granos por unidad de superficie y el PG. Si bien el nimero de granos es el componente que
explica en mayor medida el rendimiento, ambos componentes afectan el rendimiento final
(Borrds y Gambin, 2010). El PG varia significativamente entre genotipos de una misma
especie cultivada sin restricciones ambientales. EI PG es largamente controlado
genéticamente, es decir es constante a través de distintos ambientes (Reddy y Daynard,
1983), y la variabilidad genotipica es generada por la combinacién entre la tasa de
crecimiento de granos (TCG) y la duracién del llenado de granos (DLLG). La variabilidad
genética para el llenado de granos ha sido estudiada en lineas de maices élites locales y

exoticas y también en diversos hibridos comerciales en diferentes regiones agroecologicas
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(Cross, 1985; Gambin et al., 2007; Borrés et al., 2009). Gambin et al., (2007) caracteriz6
diversos hibridos comerciales de Argentinas y mostr6 que las diferencias en PG eran
consecuencia de distintas combinaciones entre TCG y la DLLG. Resultados similares fueron
encontrados por Borras et al. (2009), quienes caracterizaron 60 lineas adaptadas a la region
central de Estados Unidos.

El desarrollo de los granos es comunmente dividido en tres fases: la fase lag, la
etapa de llenado efectivo de los granos y la fase de maduracion (Bewley y Black, 1985). La
fase lag es un periodo de divisidn celular activa caracterizada por el rapido incremento del
contenido de agua en el grano (mg de agua grano™*) con relativamente poca acumulacién de
materia seca. Luego de la fase lag, ocurre el periodo de rapida acumulacion de materia seca
como resultado de la diferenciacion celular y la acumulacion de reservas. Esta etapa es
referida como la fase de llenado efectivo de granos. Asi como sucede en la fase lag, el
contenido de agua se incrementa continuamente de manera rapida durante esta etapa y
eventualmente se establece el maximo volumen de grano (Gambin et al., 2007). De aqui en
adelante, los granos de maiz sufren una pérdida neta de agua. Durante la tercera etapa de
desarrollo, se alcanza la madurez fisiolégica (maximo contenido de materia seca en los
granos), y entran en un estado de inactividad (Bewley and Black, 1985). La concentracion de
humedad de los granos decae a través de las tres fases de desarrollo. Esta pérdida es mas
evidente después de que los granos alcanzan el estado de madurez fisiologica, pero
también ocurre durante los diferentes periodos de llenado, incluso cuando el contenido de

agua se incrementa rapidamente (Borras et al., 2003).

Varios estudios de mapeo de QTL para el PG han sido conducidos y han reportado
inconsistencia en términos de efecto y localizacion (Schon et al., 1994; Austin y Lee, 1996 y
1998; Frova et al., 1999; Alvarez Prado et al., 2013 y 2014). La falta de coherencia podria
estar relacionada con la complejidad del caracter, necesitando una mayor descomposicion
en componentes mas simples. El PG cominmente se descompone en sus componentes
fisiolégicos la TCG y la DLLG. Estos rasgos se rigen por diferentes mecanismos fisiolégicos
(Borrds y Gambin, 2010) y dependiendo del germoplasma especifico utilizado en cada
estudio, la variabilidad del PG podria estar relacionada con diferencias genotipicas en TCG y
DLLG. Estos mecanismos diferenciales detras de las diferencias genéticas en el PG pueden
generar QTL inconsistentes cuando se compara localizaciones en diferentes germoplasmas.
Sin embargo Alvarez Prado et al. (2014) encontraron localizaciones comunes de QTL para

caracteres relacionados fisiolégicamente con el PG en una poblacion multiparental.
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Secado de granos

La HG es un cardcter muy importante para la produccién comercial y para los
programas de mejoramiento de maiz. Esto se basa en que los cultivos con baja humedad a
cosecha reducen el impacto econémico del secado artificial sobre el margen bruto final del
cultivo (Dijak et al., 1999; Sweeney et al., 1994). La tasa de secado de granos (TSG) y el
grupo de madurez (comunmente denominado madurez relativa en maiz) son criticos para la
determinaciéon de la HG. La TSG se define como la tasa de perdida de humedad de los
granos durante el periodo desde madurez fisiolégica hasta la cosecha. Durante este
periodo, la pérdida de humedad de los granos esta asociada mayormente a las condiciones
climaticas como la temperatura y la humedad relativa del aire (Schmidt y Hallauer, 1966).
Sin embargo, existen rasgos morfo-fisiolégicos del cultivo que ejercen influencia sobre la
TSG a campo (Troyer y Ambrose, 1971). Algunos de estos rasgos pueden ser propiedades
intrinsecas del grano, como ser la textura o forma. También existen caracteristicas
intrinsecas de la planta que afectan el secado, como la estructura de las espigas, las chalas

y la ubicacion de la espiga en la planta.

Las bases genéticas de la TSG y la HG ya han sido estudiadas y descriptas por
diversos autores (Purdy y Crane, 1967; Sentz, 1971; Zhang et al., 1996). La HG se define
por la combinacion de la TSG y la duracién de secado de granos (DSG) al alcanzar la
humedad estandar de comercializacion de granos de maiz establecida para cada region. La
seleccién de parentales para generar hibridos con baja humedad de granos a cosecha es
posible a través de la seleccién por HG o TSG (Sweeney et al., 1994). También la seleccién
de parentales con baja humedad de grano 45 dias después de la polinizacion fue efectiva y
logro reducir la HG (Cross, 1985; Freppon et al., 1992). Sin embargo, el rendimiento y HG
estan positivamente correlacionados (Hallauer y Miranda, 1988; Mather y Kannenberg,
1989) ya que ambas variables estan asociadas con el grupo de madurez (Lauer et al., 1999).
La seleccion de materiales con alta TSG permitira a los fitomejoradores obtener hibridos de
alto rendimiento disminuyendo el efecto negativo de incrementar el grupo de madurez sobre
la HG.

La mayoria de las investigaciones genéticas sobre la HG han utilizado el
mejoramiento convencional y procedimientos biométricos para descomponer la variacion
observada en estos caracteres, lo que permite obtener soélo informacién general sobre su
herencia (Simko et al., 1997). Por otro lado la disponibilidad de tecnologias de marcadores

de ADN, ha provisto de nuevas herramientas para el analisis y la diseccion de caracteres de
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herencia compleja. Con la ayuda de marcadores moleculares, es posible identificar las
regiones cromosdmicas asociadas a los caracteres de interés (QTL) como punto de partida
para la seleccion asistida por marcadores (MAS; Papst et al., 2004). La correspondencia
entre QTL y caracteres asociados a la HG en poblaciones F,3 y generaciones avanzadas
han sido reportadas por varios autores en varios trabajos (Sala et al., 2006, Austin et al.,
2000; Beavis et al., 1994; Melchinger et al., 1998; Mihaljevic et al., 2005).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo general:

Brindar informacién que permita definir una estrategia de mejoramiento para reducir
la HG y no perder potencial de rendimiento a través del estudio de las bases genéticas
(QTL) y las relaciones fisiolégicas de la maduracion de los granos de maiz desde su fijacion
hasta la cosecha, estudiando los caracteres asociados al peso final de los granos y a la

etapa de secado de los mismos.
Objetivos especificos:

1. Explorar la variabilidad fenotipica en una poblaciéon de mapeo de dobles haploides de

maiz para:
e El peso final de los granos y sus patrones de crecimiento.
¢ Ladeterminacién de la humedad de los granos a cosecha.

2. Realizar un analisis genético para la deteccion de QTL asociados con cada caracter

del modelo ecofisiolégico planteado.
Hipotesis:
¢ Existe variabilidad fenotipica para los caracteres estudiados.

e Existe independencia entre la etapa siembra y antesis con las etapas de llenado de

granos y secado de los mismos.

e Existe una relacion entre los caracteres relacionados con la determinacion del peso

de grano y aquellos que definen la humedad a cosecha.
o Es posible detectar QTL para los caracteres estudiados.

e Existen interacciones epistaticas entre los caracteres que definen el peso final de los

granos y la duracion del secado.

e Existen regiones cromosémicas comunes para caracteres relacionados

fisiolégicamente.

14



345 e Los QTL encontrados para la poblacion y ambiente bajo estudio coinciden con los
346 encontrados en otras poblaciones y ambientes o son consistentes con los QTL
347 encontrados en otras investigaciones.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se utilizé una poblacion de doble haploides derivados de una F1, propiedad de
Syngenta S.A. compuesta por 173 lineas, derivadas de un cruzamiento entre dos padres
contrastantes en ciclo y textura de grano: P317 y P351; textura flint y ciclo largo, y textura

dentada y ciclo corto, respectivamente.
Experimento a Campo

El experimento se llevé a cabo durante la campafia 2014/15 en la Estacion
Experimental de Syngenta Agro SA (-33.884832°S, -61.624755°0; elevacion 107 m.s.n.m),
ubicada en la localidad de Santa Isabel, en el sur de Santa Fe. La fecha de siembra fue el 24
Octubre del 2014.

El disefio del ensayo fue en bloques completos al azar con 3 repeticiones. Las
parcelas a utilizadas fueron de ocho surcos separados por 0.70 metros y 5 metros de largo,
sembradas en siembra directa con una sembradora experimental neumatica. El ensayo fue
conducido sin limitaciones hidricas, nutricionales, libre de malezas y enfermedades. Las
variables ambientales fueron registradas en una estacién meteoroldgica a menos de 200

metros del experimento.
Mediciones Fenotipicas
Fenologia

Se registro el tiempo a antesis, calculado como el tiempo térmico (TTA), desde la
siembra hasta que en el 50% de las panojas emitian polen. El tiempo térmico fue calculado
usando 8 °C como temperatura base (Ritchie y NeSmith 1991). Para este caracter hubo un
error en la carga de los datos, registrandose solo el dato de una repeticion y este fue el valor

utilizado para las repeticiones restantes
Peso de grano y patrones del crecimiento

Siguiendo la metodologia propuesta por Borras et al. (2009) y Alvarez Prado et al.
(2013) la materia seca del grano y su contenido de agua fue medido desde 15 dias después
de que cada parcela alcanz6 antesis hasta la madurez comercial, que fue determinada en

14.5% de humedad en el grano. Una planta por parcela fue muestreada cada semana entre
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las 7 am y 12 am. Las espigas completas incluyendo a las chalas fueron colectadas en
bolsas de plastico en el campo y transportadas hasta el laboratorio. Los granos fueron
removidos de las posiciones florales 8 a la 15 contando desde la parte inferior del raquis de
la espiga dentro de una caja humeda. Quince granos fueron removidos por espiga. El peso
fresco de los granos fue medido inmediatamente y el peso seco fue determinado después de
secar las muestras en estufa a 70°C, al menos por un tiempo de 96 horas. El peso fresco y
seco fueron utilizados para determinar el contenido de agua de los granos (mg de agua por
grano) y su contenido de humedad. Aquellas espigas con una disposicién de granos no
uniforme debido a fallas en polinizacién fueron descartadas para evitar efectos confundidos
en el fenotipado, debido a que un menor nimero de destinos producto de fallas en la
polinizacion puede aumentar el peso de los granos ante una misma cantidad de fuente.
También se evitdé tomar muestras de espigas de los extremos del surco para evitar tomar

datos de plantas que no tuvieron competencia plena.

La tasa de crecimiento de los granos (TCG) y la duracién de llenado de granos
(DLLG) fueron determinadas para cada combinacion de genotipo x repeticién ajustando un

modelo bilineal usado por Borras et al., (2009) (Ecuacion [1] y [2]):

PG=a+ b TTparaTT < c[1]

PG=a+ bcparaTT >c [2]

Donde el TT es el tiempo térmico después de antesis (°C dia), aes la ordenada al
origen (mg ™),b es la tasa de crecimiento de granos (TCG) durante el periodo efectivo de
llenado (mg °C dia ™), y c es la duracién efectiva del llenado de granos (DLLG) (°C dia). El
TT fue calculado usando 0° como temperatura base (Muchow, 1990; Borras et al., 2009). El
modelo bilineal fue ajustado usando el programa estadistico GraphPad Prism V5.0
(Raduschev, 2007) para cada genotipo por repeticién. Los valores de r* ajustados variaron
entre 0.69 y 0.99. Asi se obtuvieron tres estimaciones de cada caracter y de esta manera se
analizo la variabilidad entre repeticiones. El tiempo térmico a madurez fisiologica (TTMF) fue

calculado sumando el TTAy la DLLG para cada combinacion de genotipo por repeticion.
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El maximo contenido de agua en el grano (MCAG) fue determinado para la
combinacién de cada genotipo por repeticion ajustando una curva siguiendo Borras et al.,
(2009) (Ecuacion [3]):

CAG=d+eTT+ f TT + g TT? [3]

Donde el CAG es contenido de agua en el grano yd, e, f y g son parametros del
modelo. El modelo curvilineo fue ajustado a los datos de contenido de agua utilizando,
también, el programa estadistico GraphPad Prism V5.0 (Raduschev, 2007) para cada
genotipo por repeticion. Los valores ajustados de r? siempre fueron mayores a 0.69. Esta
metodologia es similar a trabajos previos en la literatura (Gambin et al., 2007; Borras et al.,
2009).

Por otro lado, el contenido de humedad madurez fisiolégica (CHMF) fue determinado
usando un modelo bilineal que relaciona el peso seco de los granos (PG) y la concentracion

de humedad de los mismos (CH) siguiendo a Borras et al. (2009) (Ecuacién [4] y [5]):

PG=h—iCHparaCH > [4]

PG=h—ijparaCH < [5]

Donde CH es la concentracion de humedad (%),h es la ordenada al origen (mg ™), i
es tasa a la que decae el contenido de humedad de los granos durante el llenado (mg grano
L [%]™h), y jes el CHMF (%).El modelo fue ajustado usando el programa estadistico
GraphPad Prism V5.0 (Raduschev, 2007) para cada genotipo por repeticion. Los valores de

r* ajustado variaron entre 0.68 y 0.99.

La tasa de disecacion de grano (TDG) fue ajustada usando una regresion linear para
cada genotipo por repeticion, relacionando el CH y el TT desde floracion hasta la madurez

fisiolégica:
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CH=k+ILTT [6]

Donde CH es la concentracion de humedad de los granos (g kg ™), k es la ordenada
al origen (g kg ™), les la tasa de disecado de los granos (TDG) (g kg *°C dia ™). EI modelo
fue ajustado usando el programa estadistico GraphPad Prism V5.0 (Raduschev, 2007) para
cada genotipo por repeticion. Los valores de r” ajustado variaron entre 0.68 y 0.99.

Tasa y duracion del secado de granos

La tasa de secado de grano (TSG) y la duracién del secado de granos (DSG) fueron
determinadas para cada combinacion de genotipo x repeticion ajustando un modelo bilineal
usado por (Ecuacion [7] y [8]):

CHMC=a—-bTTparaTT <c [7]

CHMC =a —bcparaTT >c [8]

Donde CHMC es la concentracion de humedad de los granos a madurez comercial (g
kg ), el TT es el tiempo térmico después de madurez fisiolégica (°C dia), a es la ordenada
al origen (g kg ™), b es la tasa de secado de granos (TSG) (g kg ™), y ¢ es la duracién del
secado de granos (DSG) (°C dia). El modelo bilineal fue ajustado usando el programa
estadistico GraphPad Prism V5.0 (Raduschev, 2007) para cada genotipo por repeticion. Los
valores de r? ajustados variaron ente 0.45 y 0.99. El tiempo térmico a madurez comercial
(TTMC), se calculé6 sumando el TTMF y la DSG para cada combinacion de genotipo por

repeticion.
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Analisis estadistico

Los datos fenotipicos de TTA, PG, TCG, DLLG, MCAG, TDG, CHMF, TTMF, TSG,
DSG y TTMC, fueron analizados utilizando un modelo lineal mixto, método REML Infostat (Di
Rienzo et al., 2018). El conjunto de datos consisti6 de igenotipos (incluyendo a los
parentales), repetidos en jbloques (i = 175 y j= 3). Se definié un vector “y” N x 1, con N = ijk
que contiene todas las observaciones ordenadas por caracter dentro de cada genotipo para
cada blogue (Malosetti et al., 2008; Alvarez Prado et al., 2013). Los bloques y genotipos
fueron considerados como efectos aleatorios con efectos cruzados. Ademas, para cada
caracter se calculé el coeficiente de variacion (CV) como la relacion entre el desvio estandar
y la media de la poblacién. El modelo lineal mixto quedé representado con la siguiente

ecuacion:

Yijk = K+ a; + bj + ab;; + ey [9]
a; ~N(0,62),b; ~ N(0, 0}

ab; ~ N(0,02), e ~ N(0,02)

Donde y;;x es la respuesta del i -ésimo genotipo en el j-ésimo blogque;u es la media
de los caracteres;a; los efectos aleatorios de los genotipos;b; los efectos aleatorios de los
bloques;ab;; es el efecto de la interaccion de los genotipos y los bloques; y e; . es el término
del error no genetico asociado a la observacion y;;,.Los a; y b; se consideran como efectos
aleatorios igualmente distribuidos N(0,c2) y N(O, a,f) respectivamente. Los e;;; también se

consideran como variables aleatorias idénticamente distribuidas N(0,02)y describen a los
errores aleatorios asociados a cada observacion. La normalidad de la distribucién de los

residuos del modelo fue evaluada a través de la prueba de Shapiro-Wilks (1965).

A partir del modelo planteado se estim6 el mejor predictor lineal insesgado (BLUP)
para para cada caracter y cada genotipo (Borevitz et al., 2002; Zalapa et al., 2007).En base
a los BLUPs obtenidos, se calcularon las medias ajustadas para los caracteres analizados
(TTAaj, PGaj, TCGaj, DLLGaj, MCAGaj, TDGaj, CHMFaj, TTMFaj, TSGaj, DSGaj y TTMCaj):

20



475

476
477
478
479
480
481
482

483
484
485

486

487

488
489

490
491
492

Yaj; = u + BLUP, [10]

Donde Yaj; es la media ajustada de los distintos caracteres i-€simo genotipo, Yaj;;es
la media ajustada del i-ésimo genotipo en el del j-ésimo bloque, pes la media general,
BLUP;es el BLUP del i-ésimo genotipo y BLUP;; es el BLUP de la interaccion del i-ésimo
genotipo por el j-ésimo bloque. Dado que se excluye a los efectos del error experimental en
su calculo, los valores ajustados permiten predecir los efectos genéticos de genotipos para
cada uno de los caracteres estudiados (TTA, PG, TCG, DLLG, MCAG, TDG, CHMF, TTMF,
TSG, DSG y TTMC).

En base a las variancias resultantes de los modelos implementados, se calculd la
heredabilidad en sentido amplio (H?) para cada caracter en las 173 lineas doble haploides

estudiadas mediante el método descripto por Hallauer y Miranda (1988):

o¢ o

42 =_[05 +_2r] [12]

Siendo ¢Z la variancia genotipica, ¢2 la variancia residual de la parcela, y r es el

namero de repeticiones.

Por dltimo, se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson “r’ para medir el grado
de asociacién entre los atributos. Estas correlaciones fueron realizadas con las medias

fenotipicas ajustadas de los genotipos para cada caracter.
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Genotipado de marcadores moleculares de polimorfismo de nucleétido simple (SNP)

Se obtuvo una muestra en masa de tejido foliar a partir de un nimero significativo de
plantas de cada linea, del cual se extrajo ADN segun el método propuesto por Saghai
Maroof et al. (1984). El genotipado se realiz6 con un proveedor externo del servicio usando

la plataforma de la tecnologia Infinium (Infinium HD Ultra, en https://www.illumina.com/products/by-

type/microarray-kits/maize-ld.html,visitado 10/12/2018) con aproximadamente 3000 marcadores

(lumina Inc., San Diego, CA, USA) de tipo SNP distribuidos uniformemente a lo largo de
genoma de maiz de acuerdo a la secuencia de referencia del genotipo B73 (Ganal et al.,
2011).

La limpieza de matriz de datos a ser utilizada en la el andlisis de caracterizacion

molecular y la construccion del mapa genético fue realizada en los siguientes pasos:

1. SNPs con mas de 10% de datos perdidos fueron descartados (también fueron
considerados como faltantes aquellos datos en estado heterocigoto por la

imposibilidad de analizarlo en lineas doble haploide).

2. También se descartaron aquellos SNPs con frecuencia del alelos menor al 10 % por

considerarlos no polimorficos.

3. Se verifico la segregacion mendeliana 1:1 a través de X? (Chi-Cuadrado) (Kearsey y
Pooni, 1996) y aquellos marcadores que presentaban una distorsion a lo esperado
segun Mendel, fueron descartados.

4. Descarte de lineas por heterocigosis (descartar individuos).

5. Descarte de individuos de la poblacién por falta de datos fenotipicos.
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Construccién del mapa genético

En total 998 marcadores SNP fueron incluidos en el mapa genético. Para la
construccion del mapa se tuvo en cuenta en cuél cromosoma se encontraba cada marcador
a partir de la base de datos original. Sin embargo, la posicion genética dentro de cada
cromosoma fue estimada utilizando el software IciMapping (disponible en:
http://www.isbreeding.net/software/). De esta forma se calcularon las frecuencias de
recombinacion entre marcadores usando una frecuencia de recombinacion (r) igual a 0.3 y
un logaritmo de probabilidades en base 10 igual a 3 (LOD), y se estimaron las distancias
genéticas a partir de la funcibn de Kosambi (Kosambi, 1943). Por motivos de politicas
empresariales del programa de mejoramiento de Syngenta Agro SA, la nomenclatura original

de los marcadores ha sido modificada para mantener su confidencialidad
Analisis de QTL

Las medias fenotipicas ajustadas calculadas anteriormente con los modelos mixtos
(BLUP), fueron utilizadas para el mapeo de QTL, en el que se prueba el efecto de una regién
gendmica particular sobre el fenotipo. A su vez, los marcadores moleculares ofrecen
informacién a nivel del ADN para cada genotipo. Para cada uno de los QTL, se calculé el
efecto aditivo y el porcentaje de la variancia fenotipica explicada sobre cada atributo. Los
QTL fueron identificados por pruebas de asociacion entre los polimorfismos en el nivel de
ADN con la variacion en el nivel fenotipico (Malosetti et al. 2008). EI método utilizado para el
analisis fue el mapeo inclusivo por intervalos compuestos (ICIM, sus siglas en inglés)
propuesto por Li et al. (2007) usando la opcion BIP del software IciMapping. El ICIM usa el

siguiente modelo de regresion lineal:

m+1

Vi = bO + Z b}xl] + (=] [13]
j=1

Donde y;es el valor del caracter del i-esimo individuo de la poblacion;b, es el

promedio general del modelo;x;; es una variable dummy del genotipo del i-esimo individuo

para el j-ésimo marcador;b; es el coeficiente de la regresion del fenotipo delj-€simo

23



542
543

544
545
546
547
548
549

550

551

552

553
554
555
556
557
558

559

marcador condicional sobre todos los otros marcadores y e; es el error residual del cual se

asume que tiene una distribucién normal.

Cuando se construye el modelo [13], ICIM usa la informacién de todos los
marcadores, seleccionando solo los marcadores mas importantes y fija en 0 los que no
fueron seleccionados a través del andlisis de regresion stepwise. Para evitar un sobre
ajuste, se utiliz6 una probabilidad de p<0.001 para este ultimo andlisis. Asi para las
posiciones probadas en un intervalo especifico (k,k+1) los valores fenotipicos del modelo
[13]son ajustados por:

Ay, =y; — Z bixi; + e [14]
j#Ekk+1

Donde Bj es el estimador de b; en el modelo [13]. Los valores fenotipicos fueron
ajustados por todos los marcadores retenidos por la ecuacion de regresion excepto por los
dos marcadores flanqueantes del intervalo en cuestion. El valor fenotipico ajustado (Ay;)
contienela informaciéon de posicion y el efecto aditivo del QTL en la posicion de prueba
evaluada y excluye la influencia de QTL localizados en otro intervalo u otro cromosoma
(Wang et al. 2012). Los QTL fueron analizados con valor de LOD umbral de 2.5 y un step

size de 2 cM.
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La epitasis di génica de QTL fue estimada usando una regresion lineal desarrollada
por Li et al., (2008) en el software IciMapping:

m+1

yVi = bO + Z b]Xl] + ijkxijxik + e; [15]
j=1j<k

Donde y; es el valor fenotipico del caracter para la i-ésimo individuo de la poblacion;
b, es el promedio general; x;; es una variable dummy para el genotipo deli-ésimo individuo
para elj-ésimo marcador; b; es el coeficiente de regresion parcial del fenotipo en elj-€simo
marcador; b; es el coeficiente de regresion parcial del fenotipo en la variable de
multiplicacion del j -ésimo y k- ésimo marcador; y e; es el error residual, que se asume de

distribuciéon normal.

Una segunda etapa de regresion stepwise fue adoptada para la estimacion de
parametros. Primeramente fueron seleccionados los marcadores significativos. Luego una
regresion stepwise con una probabilidad de p<0.0001 fue aplicada a los residuales del
primer analisis de regresion stepwise para seleccionar pares de marcadores significantes y

estimar sus efectos del modelo segun Li et al. (2008):

Ay, = y; - Z bjxij — Z bysxir Xis + € [16]
r#j,j+1,kk+1 r#j,j+1
s*k,k+1

Donde b, son los estimadores de b, y b, del modelo [15], respectivamente. Los
valores fenotipicos ajustados Ay;obtenidos de esta manera contienen la informacion del QTL
en los dos intervalos de prueba incluyendo las dos posiciones, dos efectos aditivos de los
QTL individuales, y el un efecto epistatico entre los dos QTL. Esta es la misma metodologia
gue la utilizada por Alvarez Prado et al. (2013). Para la deteccion de efectos epistaticos
fueron usados un valor umbral de LOD 5 y un step size de 5cM, de esta manera se mejora la

exactitud de deteccion de los efectos (Zhang et al., 2012).
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Se determin6 que cuando dos 0 mas QTL se encuentran dentro de un intervalo de
LOD se consideran co-localizados.

RESULTADOS
Mediciones fenotipicas
Caracteres Fenoldgicos

Los genotipos de la poblacion analizada mostraron diferencias significativas para el
caracter tiempo térmico a antesis (TTA, p<0.001), explorando un rango de variacion desde
812 a 979 °C dia*, mientras que los parentales de la poblacién P317 y P351 no fueron
significativamente diferentes (p>0.05) para este caracter (Tabla 1, Fig. 1). Para TTA no se
pudo analizar la heredabilidad ni las varianzas ya que no hubo variabilidad en los datos

debido a un error en su coleccion.

El caracter TTMF tuvo rango de variacién de 709 °C dia ™ para TTMF (Fig. 1). La
media de la poblacion fue mayor que ambos parentales, los cuales no se diferenciaron
significativamente (p>0.05) para este caracter pero si hubo diferencias significativas entre los
genotipos de la poblacién (p<0.001) (Tabla 1) y el CV de los datos fue del 4%. Los aportes
de la variacion genotipica y residual fueron similares para este TTMF. La heredabilidad

estimada para este caracter fue de 72% (Tabla 1).

En cuanto al caracter TTMC, la media de la poblacion fue de 2579 °C dia™, variando
entre 1891 y 3435 °C dia ™. La media de la poblacion fue menor que los valores explorados
por los parentales. No se observaron diferencias significativas entre los parentales, pero si
entre los genotipos de la poblacion (p<0.001) y el CV de los datos fue de 4%. En el caso del
TTMC la variacién fenotipica estuvo mayormente asociada a la varianza residual y la
heredabilidad estimada fue de 35% (Tabla 1).
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609  Fig. 1. Histogramas de frecuencia absoluta para TTA (A), TTMF (B) y TTMC (C) para las 173 lineas

610  doble haploides.
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612

Tabla 1. Tiempo térmico a antesis (TTA), peso de grano (PG), tasa de llenado de granos (TCG), duracién del llenado de granos (DLLG), ,maximo

613 contenido de agua en el grano (MCAG), tasa de disecacién de grano (TDG), contenido de humedad a madurez fisiolégica (CHMF), tiempo térmico
614  desde siembra a madurez fisiologica (TTMF), tasa de secado de granos (TSG), duracion del secado de granos (DSG) y tiempo térmico desde siembra
615 a madurez comercial (TTMC) entre lineas parentales (P1 y P2) y medias, minimos y maximos de las 173 lineas doble haploide. Se detallan los
616 coeficientes de variacion y valores de heredabilidad para cada caracter.
TTA PG TCG DLLG MCAG TDG CHMF TTMF TSG DSG TTMC
°Cdia™ mggrano® mg °C dia °C dia™ mggrano~ gKg™°C % °C dia™ gKg™ °C dia™ °C dia™
t ! dia™ °Cdia™
P317 840.00 238.50 0.42 979.00 194.54 0.85 40.32 1819.00 0.33 782.00 2602.07
P351 853.00 288.82 0.48 989.00 199.50 0.75 37.68 1842.00 0.39 818.00 2660.10
Media 883.44*** 257.76*** 0.30*** 1163.89*** 184.79*** 0.61*** 34.00%** 2047.31%** 0.38*** 639.47*** 2579.13***
Min 812.00 174.00 0.13 860.00 109.00 0.37 26.15 1727.00 0.10 265.00 1891.00
Max 979.00 379.00 0.54 1524.00 307.00 0.96 52.80 2436.00 0.77 1191.00 3435.00
CV (%) 3.80 14.25 13.19 6.17 18.61 9.90 10.30 4.14 18.48 15.43 4.10
H? (%) ND 97.28 75.00 65.49 96.84 57.14 77.14 71.84 59.51 68.65 35.28
% Var. Genética ND 92.26 50.00 38.75 91.08 30.77 52.94 45.96 32.89 42.20 15.38
% Var. Residual ND 7.74 50.00 61.25 8.92 69.23 47.06 54.04 67.11 57.80 84.62
617  *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ND no hay datos calculados.
618
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Peso de grano y patrones del crecimiento

Los parentales de la poblacion no evidenciaron diferencias significativas (p>0.05)
para los caracteres evaluados (PG, TCG, DLLG, MCAG, TDG y CHMF) (Tabla 1).

Para PG se observaron diferencias significativas en la poblacion (p<0.001) y el
rango de variacion de este caracter fue de 174 a 379 mg grano™y el CV de los datos fue de
14%.El valor medio de PG de la poblacion se ubicé entre los dos parentales. El 92% de la
variacion fenotipica observada estuvo explicada por el efecto genotipo. En cuanto a la
heredabilidad estimada de este caracter fue de 97%, la mas alta en comparacion al resto de

los caracteres (Tabla 1).

La TCG mostré diferencias estadisticamente significativas para la poblacion
(p<0.001), y una amplia variacién desde 0.13 a 0.53 mg °C dia ™. La media de la poblacion
fue menor que la de los parentales y el CV de los datos fue del 13%.y la variacion fenotipica
fue explicada de igual manera por el genotipo y el efecto residual. La heredabilidad estimada

para este caracter fue de 75% (Tabla 1).

En el caso de la DLLG, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los genotipos de la poblaciéon (p<0.001). Para este caracter la media de la poblacién
fue mayor que la de los parentales. La media de la poblacién fue mayor que los valores de
los parentales. La variabilidad observada en la poblacion para la DLLG fue desde 860 a
1524 °C dia™ y el CV fue de 6%. La variacion fenotipica estuvo explicada mayormente por la
variacion residual (Tabla 1). La heredabilidad en sentido amplio estimada para esta variable
fue de 65% (Tabla 1).

En cuanto al MCAG también existieron diferencias significativa entre los individuos
de la poblacién (p<0.001). Los valores de los parentales y la media de la poblacion fueron
similares, y el CV de los datos fue 19%. Por otro lado, el rango explorado por los genotipos
de la poblacién fue desde 109 a 307 mg grano . El 91% de esta variacion fenotipica estuvo
explicada por el genotipo y heredabilidad estimada fue la segunda més alta detras del PG
(Tabla 1).

La media de la poblacion para TDG fue menor que la de los parentales (Tabla 1). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los individuos de la poblacion
(p<0.001) y el rango de variacion fue desde 0.37 a 0.96 g kg™ °C dia ™ con un CV de 10%.

Los valores explorados por los parentales fue mayor a la media de la poblacién. El 69% de
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650 la variacion fenotipica fue explicada por la variancia residual. La heredabilidad estimada fue
651 intermedia respecto a los demas caracteres (57%, Tabla 1).

652 Por ultimo, para este grupo de variables pertenecientes a la etapa entre antesis y
653 madurez fisiol6gica, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
654  genotipos de la poblacién (p<0.001) para el CHMF y su rango de variabilidad fue desde 26%
655 a 52%. La media de la poblacion fue menor a los valores de los parentales y el CV de los
656 datos fue 10%. La variacion fenotipica explicada fue aproximadamente de igual manera por

657 las varianza genotipica y la residual. La heredabilidad estimada fue de 77% (Tabla 1).
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Tasa y duracion del secado de granos

Los parentales no difirieron significativamente para la TCG mientras que dentro de la
poblacién existieron diferencias significativas (p<0.001).El rango explorado de valores fue
desde 0.1 a 0.77 g kg™ °C dia™. La media de la poblacion fue similar a los valores de los
parentales, y el CV de los datos fue de 18%. El 67% de la variacion fenotipica estuvo
explicada por la variancia residual. La heredabilidad estimada para este caracter fue
intermedia comparando con las demas variables (Tabla 1).

Por dltimo, para la DSG no se observaron diferencias significativas entre los
parentales (p>0.05), la tendencia fue hacia una menor duracion de esta etapa para el P317.
En cuanto a la poblacion de estudio, se observaron diferencias significativas (p<0.001) para
esta variables y el rango de variacion fue desde 265 a 1191 °C dia . La media de la
poblacion fue menor a la de los parentales y los datos tuvieron un CV del 15%. El 58% de la
variacién fenotipica de la DSG estuvo explicada la variancia residual. La heredabilidad

estimada para este caracter fue 69% (Tabla 1).
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Correlacion entre caracteres

Los resultados del analisis de correlacion se presentan en la Tabla 2. El TTA no
estuvo correlacionado con la DLLG (p>0.05), es decir, que estas dos variables de duracion
de etapas son independientes, por lo que los genotipos con similar TTA pueden tener
distintas DLLG y genotipos con DLLG similares pueden tener una amplia variacion en el
TTA. También el TTA estuvo en menor medida, positivamente correlacionado con el PG y el
MCAG (p<0.05) (0.19 y 0.21, respectivamente) y no asi con la tasa de crecimiento de granos
(TCG) (p>0.05). Por otro lado, el TTA estuvo correlacionado negativamente (-0.18), pero
significativamente (p<0.05), con un solo caracter de la etapa desde madurez fisiol6gica a
cosecha, que es la DSG. La relacion entre el TTA y el TTMC fue muy baja y no significativa
(p>0.05).

El PG estuvo positivamente correlacionado con la TCG (p<0.001) (Tabla 2), aquellos
genotipos con alta TCG mostraron alto PG. ElI PG también estuvo significativa vy
positivamente correlacionado con la DLLG (p<0.001) (Tabla 2), aquellos genotipos con largo
DLLG mostraron mayor PG (Fig. 2). También la TCG y PG estuvieron significativa (Tabla 2)
y positivamente correlacionados con el MCAG (p<0.001) (Tabla 2). Asi mismo, el PG estuvo
significativa y positivamente correlacionado con el TTMF (p<0.001) (Tabla 2), donde

aguellos genotipos con mayor PG exploraron un mayor TTMF.

La TCG mostr6 una significativa correlacién negativa con la DLLG (-0.35) (p<0.001),
genotipos con mayor TCG tuvieron DLLG mas cortas (Tabla 2).

La DLLG depende de cuan rapido cada genotipo alcanza el CHMF especifica,
mediante la TDG. El DLLG estuvo significativa (p<0.001) y negativamente correlacionada
con la TDG (-0.59), es decir, genotipos con mayor TDG alcanzaron MF en menor tiempo
térmico (Tabla 2). Consecuentemente, la TDG estuvo significativamente (p<0.001) y

negativamente correlacionada al caracter TTMF (Tabla 2).
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Tabla 2. Matriz de correlaciones (Pearson) entre los caracteres Tabla 1. Tiempo térmico a antesis (TTA), peso de grano (PG), tasa de llenado de

granos (TCG), duracién del llenado de granos (DLLG), maximo contenido de agua en el grano (MCAG), tasa de disecacion de grano (TDG), contenido

de humedad a madurez fisiolégica (CHMF), tiempo térmico desde siembra a madurez fisioldgica (TTMF), tasa de secado de granos (TSG), duracién

del secado de granos (DSG) y tiempo térmico desde siembra a madurez comercial (TTMC), para las 173 lineas DH.

TTA PG TCG DLLG TDG MCAG TTMF CHMF TSG DSG
PG 0.19*
TCG 0.03 0.57**
DLLG 0.15 0.45*** -0.35%+*
TDG -0.16* -0.27*** 0.47*** -0.59***
MCAG 0.21* 0.72%** 0.53*** 0.18* -0.20*
TTMF 0.46%** 0.47%** -0.30%** 0.95%** -0.58*** 0.23**
CHMF -0.01 -0.18* 0.23** -0.45%* -0.02 0.43*** -0.41%+*
TSG 0.03 -0.12 0.08 -0.20* 0.12 0.21* -0.17* 0.31***
DSG -0.18* -0.01 0.18* -0.15 0.16* -0.15 -0.19* -0.01 -0.72%**
TTMC -0.04 0.10 0.06 0.11* -0.02 -0.04 0.08 -0.09 -0.33*** 0.50***

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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La DLLG se correlaciono significativa y negativamente con el CHMF (p<0.001) (Tabla
2). Genotipos con un menor DLLG mostraron mayor CHMF. La DLLG tuvo una altisima
correlacion positiva con el TTMF (p<0.001 y r: 0.95) (Tabla 2), evidenciando que los
genotipos con mayor DLLG tardaron mas en alcanzar su madurez fisiolégica (Fig. 2b). El
MCAG estuvo correlacionado significativamente y positivamente con el CHMF (p<0.001)
mostrando que aquellos genotipos que exploran valores mas altos en MCAG alcanzaron MF
con un porcentaje de humedad mayor. La relacién entre la DLLG y DSG, no fue
estadisticamente significativa (p>0.05). Este resultado muestra la independencia entre la
duracién de la etapa floracibn a madurez fisioldgica, y la etapa madurez fisiol6gica a

madurez comercial.

El CHMF estuvo negativamente correlacionado con el TTMF (p<0.001), es decir, que

aguellos genotipos que tuvieron un mayor TTMF tuvieron un menor CHMF (Tabla 2).

La TSG tuvo una correlacion positiva (0.31) y significativa con el CHMF, indicando
gue aquellos genotipos con mayor CHMF exploraron mayores TSG (Tabla 2). Asi mismo, la
TSG mostr6 una significativa y negativa correlaciéon con la DSG (p<0.001) (Tabla 2),
mostrando que los genotipos con mayor DSG tuvieron menor TSG (Fig. 2). La TSG mostro
una correlacion negativa (-0.33) pero muy significativa (p<0.001) con el TTMC (Tabla 2). Y
este caracter evidencio una positiva correlacion con la DSG (p<0.001) (Tabla 2). Ademas, no
existio una correlacion fuertemente positiva entre los caracteres relacionados con la
duracion del llenado y los del secado de granos. Analizando la variable TTMC, que en este
estudio es considerada como el ciclo total del cultivo de maiz, no existié correlacion con el
TTA, solo una baja correlacion (0.11) estadisticamente significativas (p<0.05) con la DLLG y
una alta correlacion (0.50) significativa (p<0.001) con la DSG.
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Fig. 2. Relaciones entre los mejores predictores lineales insesgados (BLUP) de PG y MCAG (A),

DLLG y TTMF (B), DSG y TSG (C). Se muestran las medias de las 173 lineas doble haploide

analizadas.
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733 Mapeo de QTL

734 El largo total del mapa genético fue de 2109 cM, con una densidad promedio de un
735 marcador cada 1.83 cM Del total de individuos de la poblacion de mapeo, solo 169 fueron
736 incluidos en el andlisis de QTL, ya que las cuatro lineas faltantes fueron descartadas por
737 falta de datos fenotipicos. Se identificaron 29 QTL localizados a lo largo de los diez
738 cromosomas, usando el procedimiento multi-caracter. En la Tabla 3 se presentan los QTL
739 detectados que fueron estadisticamente significativos considerados como tales ya que,
740  mostraron valores de LOD iguales o mayores a 2.5 fueron: TTA, PG, TCG, DLLG, MCAG,
741 CHMF, TTMF, TSG y DSG, (Fig. 3 a y b). No se detectaron interacciones epistaticas que

742  fueran significativas para nuestro modelo de QTL.

743
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Fig. 3a.Mapeo de QTL, para los caracteres tiempo térmico a antesis (TTA), peso de grano (PG), tasa
de llenado de granos (TCG), duracién del llenado de granos (DLLG), maximo contenido de agua en el

grano (MCAG), tasa de disecacién de grano (TDG), Lineas negras representan el logaritmo en base

10 de probabilidades (LOD). Las lineas sobre el eje Y, representan el umbral de 2.5 de valor de LOD);

para 169 individuos de la poblacién de DH.
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Fig. 3b. Mapeo de QTL, para los caracteres contenido de humedad a madurez fisioldgica (CHMF),

tiempo térmico desde siembra a madurez fisiolégica (TTMF), tasa de secado de granos (TSG),

duracion del secado de granos (DSG) y tiempo térmico desde siembra a madurez comercial (TTMC).

Lineas negras representan el logaritmo en base 10 de probabilidades (LOD). Las lineas sobre el eje

Y, representan el umbral de 2.5 de valor de LOD); para 169 individuos de la poblacién de DH.
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Los efectos aditivos que se visualizan en la Tabla 3, corresponden al P351, mientras
que los efectos de los alelos de P317 mostrarian el valor opuesto. En la Fig. 4 se observan
las posiciones de los QTL en los cromosomas

Se encontraron cuatro QTL para el TTA y la variacion fenotipica explicada fue 44%,
respecto a su localizacion los QTL identificados se ubicaron en cromosomas (1, 7, 8y 10) y
no cercanos a otros QTL (Tabla 3).

Dentro del grupo de los caracteres relacionados con la etapa de llenado de granos,
se encontraron seis QTL para PG con una variacién fenotipica de 56%, y los QTL se
ubicaron en cuatro grupos de ligamiento (1, 3, 5y 6) (Tabla 3). Tres QTL se hallaron para la
TCG, explicando el 25% de la variacion fenotipica y los QTL se ubicaron en 3 cromosomas
(1, 3y 5) (Tabla 3). Solo un QTL se detectd para DLLG, la variacion fenaotipica explicada fue
de 8% y el QTL se ubic6 en el grupo de ligamiento 3. Para el caracter MCAG se encontraron
ocho QTL, la variacion fenotipica explicada fue de 57%, y se ubicaron en 6 cromosomas (1,
2,3,5,6,7y10) (Tabla 3). Para el TTMF se encontraron. Tres QTL, la variacion fenotipica
explicada fue 19% y los QTL se hallaron en los grupos de ligamiento 1, 3y 4 (Tabla 3). Dos
QTL fueron encontrados para el CHMF, la variacion fenotipica explicada fue de 24% y los

QTL se localizaron en los cromosomas 7 y 10 (Tabla 3).

Diversas ubicaciones similares de QTL fueron detectadas para caracteres
relacionados con la etapa desde antesis hasta madurez fisiolégica. La co-localizacion de
QTL se determindé mediante un intervalo de LOD, es decir que si ambos QTL se encuentran
en ese intervalo se consideran co-localizados. Tres QTL fueron identificados para los
caracteres PG, TCG y MCAG ubicados en la misma posicion (64 cM) del cromosoma 1 (Fig.
4). Estos mismos caracteres (PG, TCG y MCAG) se localizaron junto a un QTL para DLLG
entre las posiciones 128 y 132 cM del grupo de ligamiento 3 (Fig. 4). También los caracteres
PG y TTMF se encontraron proximos en otra region del cromosoma 1 (222 y 216 cM,
respectivamente) (Fig. 4). El PG y MCAG, se co-localizaron en una region del cromosoma 5,

posiciones 12 y 14 cM.

Para los caracteres relacionados con la definicion de la humedad de los granos a
cosecha se encontré un QTL para TSG, con una variacion fenotipica de 9%. Respecto a la
DSG se hallé un QTL y la variacion fenotipica explicada fue de 7%. Ambos QTL identificados

para la TSG y DSG se co-localizaron en la posicion 12 cM del cromosoma 9 (Fig. 4).
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787  Tabla 3. QTL detectados para los caracteres del modelo ecofisiologico: tiempo térmico a

788 antesis (TTA), peso de grano (PG), tasa de llenado de granos (TCG), duracion del llenado

789 de granos (DLLG), maximo contenido de agua en el grano (MCAG), contenido de humedad

790 a madurez fisiologica (CHMF), tiempo térmico desde siembra a madurez fisiologica

791 (TTMF), tasa de secado de granos (TSG) y duracion del secado de granos (DSG); para

792 169 individuos de la poblacién de DH.

Caracter ~ Cromosoma”  Posicion‘(cM) Marcador Marcador LoD VFE (%)? Efectod
Izquierdo Derecho Aditivo
TTA 170 CiMM114 C1MM115 7.50 12.50 -12.09
7 54 C7MM1507 C7MM1504 3.25 5.12 7.56
8 28 C8MM1748 C8MM1747 3.59 5.66 7.94
10 112 C10MM2034 C10MM2033 11.82 21.30 -15.88
PG 1 64 C1MM235 C1MM234 5.42 6.35 10.13
1 222 C1MM22 C1MM20 5.86 6.51 -10.78
3 132 C3MM560 C3MM559 18.56 25.63 21.38
5 12 C5MM1229 C5MM1228 5.17 5.75 -9.62
5 78 C5MM1178 C5MM1174 6.80 7.67 -11.05
6 56 C6MM1373 C6MM1369 4.05 4.39 8.43
TCG 1 64 C1MM235 C1MM234 5.16 11.27 0.01
3 128 C3MM562 C3MM560 3.00 6.29 0.01
5 92 C5MM1158 C5MM1159 3.49 7.17 -0.01
DLLG 3 130 C3MM560 C3MM559 3.05 7.86 16.79
MCAG 1 64 C1MM235 C1MM234 2.85 3.50 5.84
2 66 C2MM461 C2MM450 3.57 4.09 -6.25
3 130 C3MM560 C3MM559 9.97 13.05 11.74
5 14 C5MM1227 C5MM1225 6.76 8.09 -8.91
5 100 C5MM1150 C5MM1145 6.09 7.26 -8.33
6 38 C6MM1381 C6MM1380 4.26 5.15 7.02
7 82 C7MM1482 C7MM1480 5.13 6.00 7.94
10 88 C10MM2065 C10MM2064 7.79 9.45 -9.50
TTMF 1 216 CiMM27 C1MM25 4.04 7.87 -22.56
152 C3MM544 C3MM539 3.26 6.26 19.52
4 108 C4MM847 C4MM846 2.53 5.08 -17.51
CHMF 72 C7MM1494 C7MM1492 3.18 6.90 0.82
10 96 C10MM2040 C10MM2036 7.37 16.95 -1.24
TSG 9 12 C9MM1955 C9MM1954 3.55 9.17 -0.01
DSG 9 12 COMM1955 CO9MM1954 2.70 7.05 20.37

793 ®Porcentaje de la variacion fenotipica explicado por el modelo genético. ®Ntmero de cromosoma.

794 ‘Posicion del QTL en el cromosoma. “Efecto aditivo del alelo parental P351. °LOD Score: Logaritmo

795 en base 10 de la razén de funciones de verosimilitud.
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798 modelo ecofisioldgico: tiempo térmico a antesis (TTA), peso de grano (PG), tasa de llenado de granos
799 (TCG), duracion del llenado de granos (DLLG), méximo contenido de agua en el grano (MCAG), tasa
800 de disecacion de grano (TDG), contenido de humedad a madurez fisioldgica (CHMF), tiempo térmico
801 desde siembra a madurez fisioldgica (TTMF), tasa de secado de granos (TSG), duracion del secado
802 de granos (DSG) y tiempo térmico desde siembra a madurez comercial (TTMC); para 169 individuos
803  de la poblacién de DH.

804
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DISCUSION

En el presente trabajo se plantea el estudio de un modelo ecofisiolégico que brinde
informacion genética y fenotipica para definir una estrategia de mejoramiento con el objetivo
de lograr genotipos que en un ambiente particular logren alcanzar la cosecha con un menor
contenido de humedad sin reducir su potencial de rendimiento. EI modelo ecofisiol6gico
planteado consta de diseccionar en caracteres simples dos caracteres complejos como son
la determinacién PG y la HG. La descomposicion de caracteres complejos en muchas
especies como método de investigacién se ha basado principalmente en dos enfoques, el
analisis de ligamiento con poblaciones biparentales y analisis de desequilibrio de ligamiento
con paneles de asociacion. La relevancia de este estudio es enlazar los mecanismos
fisioldgicos de generacion de rendimiento del cultivo con los genéticos, analizando una
poblacion de mapeo biparental de dobles haploides, y asi proveer informacion para
corroborar las hipétesis postuladas sobre la arquitectura genética de estos caracteres en

distintos backgrounds genéticos y ambientes.

Los parentales de la poblaciéon de estudio fueron seleccionados en base a ser
discrepantes en la duracién del ciclo desde siembra a cosecha. Estos parentales fueron
fenotipados durante varios ciclos de crecimiento y atravesando una serie de testeos varios
para ser seleccionados para la conformacion de una poblacion de mapeo de QTL de dobles
haploides del programa de mejoramiento de Syngenta Argentina. A pesar de la evidencia de
su diferenciacion en ciclo en el presente estudio no reflejaron esas discrepancias, y se
comportaron muy similarmente para la mayoria de los caracteres evaluados. En una
poblacion de mapeo de dobles haploides se espera que exista menor variabilidad por la
cantidad de eventos de crossing over comparado con poblacion de RILs. Sin embargo, la
poblacion estudiada si mostré diferencias fenotipicas grandes para los valores de los

caracteres evaluados, que permitié detectar QTL para los mismos.

Los resultados examinados en este estudio presentaron un amplio rango de
variabilidad para los patrones de crecimiento y la etapa de secado de los granos de maiz.
Las lineas doble haploide difirieron en el PG, la TCG, la DLLG, el MCAG, la TDG, el CHMF,
la TSG, la DSGy el TTA, TTMF y TTMC. Por lo tanto se corrobora la hipotesis planteado

para la existencia de variabilidad fenotipica de los caracteres estudiados.

El TTA no se correlaciona con la DLLG, por lo tanto genotipos con TTA similares
pueden tener DLLG muy disimiles. Resultados similares fueron también reportados por

Borras et al. (2009) y Alvarez Prado et al. (2014), quienes trabajaron con backgrounds
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genéticos muy amplios y diferentes al que se utiliza aqui, asi también con diversidad de
ambientes. Respecto a la relacion entre TTA y DSG si existe una relacion y es negativa, es
decir que cuanto mayor es el TTA menor serd la DSG. Estos resultados simplificarian la
estrategia de mejoramiento para lograr genotipos que tenga menor humedad de grano a
cosecha sin reducir el rendimiento potencial ya que se podria seleccionar a favor de DSG
mas cortas sin alterar la DLLG o reducir el TTA que esta relacionado positivamente con el
rendimiento (Capristo et al., 2007).

Las correlaciones entre los caracteres PG, TCG, TDG y MCAG fueron similares a las
encontradas en reportes previos por Borras et al. (2009) y Alvarez Prado et al. (2014). Estas
consistencias sustentan la hipotesis del aporte de estos caracteres a la determinacion de
una variable de gran complejidad como es el PG, y también corrobora la replicacion del
método de fenotipado usado en los estudios mencionados. Estas relaciones evidencian una
fuerte relacidn genética entre estas variables. Respecto a los caracteres relacionados con la
etapa de perdida de humedad de los granos, la TSG y la DSG se correlacionan
negativamente, de manera similar a lo que ocurre entre la TCG y la DLLG durante la
determinacion del PG. Es evidente que existe poca relacién entre la primer y segunda
etapas definidas en ‘este estudio, ya que no existe una correlacion significativa entre la
DLLG y la DSG. Sin embargo existe un punto de contacto entre ambas etapas que resulta
interesante y es la relacion entre el CHMF y la TSG, que sugiere que a medida que CHMF
es mayor la TSG también lo es. Esta correlacion significativa podria indicar que existe un
control parcial sobre la TSG por parte de una variable fisiolégica y no solamente por
variables asociadas mayormente a las condiciones climaticas como la temperatura y la
humedad relativa del aire (Schmidt y Hallauer, 1966). Y rasgos morfo-fisiolégicos del cultivo
que ejercen influencia sobre la TSG a campo (Troyer y Ambrose, 1971). Por lo tanto, se
puede corroborar la hipétesis de que existe una relacion entre caracteres de la etapa de
llegando de granos y la etapa de secado. Ademéas esta relacion entre el CHMF y la TSG, es
de alta utilidad al momento de establecer una estrategia de mejoramiento para alcanzar mas
rapido la el contenido de humedad comercial ya que seleccionado genotipos con mayor
CHMF se estaria seleccionado indirectamente TCG mas rpidas. Este tipo de seleccion no
requeriria un fenotipo extremadamente complejo. A su vez, las variables estudiadas
sugieren que el TTMC, (considerado en este estudio como el ciclo total del cultivo) estd muy
relacionado a las variable de las segunda etapa entre MF y madurez de cosecha y no asi, a

la primer etapa desde TTA a la MF.
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Los valores de heredabilidad que evidenciaron los caracteres: PG, TCG, DLLG,
MCAG, TDG y CHMF, estan en concordancia con Alvarez Prado et al. (2013 y 2014). La
TSG mostré una menor heredabilidad cuando se la compara a la reportada en el trabajo de
Sala et al. (2006) (0.59 y 0.79, respectivamente), pero los métodos de determinacion del
caracter fueron algo distintos. En esta tesis se estimé en base al peso fresco y seco de los
granos, y en el trabajo de Sala et al. (2006) fue mediante métodos indirectos, con una curva
ajustada sobre valor de humedad medido directamente sobre los granos en la planta, con un
aparato de medicion in situ. Estas evidencias de similitud con otros trabajos realizados en
backgrounds genéticos y ambientes muy diversos dan consistencia a los resultados hallados

en el presente trabajo.

La ubicacion de los 998 marcadores en conjunto con la variabilidad mostrada por la
poblacion lograron una buena saturacion del genoma, que permitié lograr el objetivo de
deteccion de QTL ligados a los caracteres estudiados. De esta manera se corrobora la
hipétesis de la posibilidad de encontrar QTL para las variables del modelo ecofisiol6gico

planteado.

Los QTL significativos detectados en la poblacion bajo estudio sugiere que la
arquitectura genética de la determinacién del peso de grano, es dominada por QTL de efecto
aditivo pequefios a medianos, resultados similares se observaron en Alvarez Prado et al.
(2013 y 2014). En el presente trabajo no se evidenciaron interacciones epistaticas para los
caracteres analizados, pero si en Alvarez Prado et al. (2014). y en Sala et al. (2006) quienes
encontraron este tipo de interacciones significativas en ambas etapas analizadas en el
presente trabajo. Estas interacciones entre marcadores pueden tener implicancias en la
arquitectura genética de caracteres mas complejos como ser la definicion del PG o la TSG
(Hollan et al., 1997). Este tipo de interacciones se deben a la gran asociacién de varios
genes involucrados, por ejemplo en el llenado de granos. Liu et al. (2008), describi6 3445
genes expresados asociados con procesos tales como la division, el crecimiento y la
diferenciacion celular, la sintesis de almidon, de proteinas de reserva, acidos grasos y
fitohormonas, todas estas vias fueron sefializadas durante el periodo de llenado de granos.
Por lo tanto en esta tesis en la poblacion estudiada no se pudo corroborar la hipotesis de

existencia de interacciones epispasticas entre los caracteres analizados.

La ubicacion conjunta de QTL para PG, DLLG, TCG, MCAG, CHMF, TSG y DSG,
ayudan a explicar las correlaciones fenotipicas observadas en este estudio (Swank et al.,

1987; Calderini et al., 2000; Borras y Westgate, 2006) También se puede decir que los
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caracteres correlacionados fenotipicamente son independientes del trasfondo genético, en
coincidencia con los resultados reportados por Alvarez Prado et al. (2013 y 2014), y Sala et
al. (2006). Los resultados aqui presentados confirman la hipotesis sobre existencia de
regiones cromosomicas comunes para caracteres correlacionados fenotipicamente. Sala et
al. (2006) encontro la ubicacion conjunta de QTL para las TSG y el porcentaje de humedad a
cosecha, si bien en el presente trabajo no se analiz6 el porcentaje de humedad a cosecha,
este y la DSG son caracteres muy correlacionados con la TSG. En ambos estudios se
encontr6 un QTL para la TSG, y este estuvo localizado conjuntamente con un caracter

relacionado fisiol6gicamente.

En este estudio se encontraron QTL para los caracteres relacionados con el PG
ubicados en los mismos grupos de ligamiento 1, 3, 4, 5y 7, que reportd Alvarez Prado et al.
(2014). En el citado trabajo el analisis se llevo a cabo sobre una poblacion multiparental
desarrollada en base al concepto de poblacién de mapeo por asociacién anidada de maiz,
gue combina un amplio rango de diversidad genética con recombinacién ancestral
permitiendo tener suficiente poder para analizar la arquitectura genética de caracteres
complejos como el PG (Yu et al,. 2008; Buckler et al., 2009; Peiffer et al., 2013). Este tipo de
poblaciéon ha sido creada para combinar los objetivos de estudios sobre poblaciones de
mapeo biparentales y el desequilibrio de ligamiento de paneles de asociacion. La
consistencia de QTL detectados en los mismos grupos de ligamiento en distintos
backgrounds genéticos y condiciones ambientales surgieren que uno o mas genes de
importancia para estos caracteres pueden estan localizados en estos cromosomas. Se hallé
una novedosa region en el cromosoma tres entre las posiciones 128 y 132, asociada al PG,
TCG, DLLG y MCAG, anteriormente no se habia observado una regién con significancia
para estos cuatro caracteres. A su vez Sala et al. (2006) demostr6 en una poblacion
segregante de maiz F,.; que la TSG esta altamente influenciada por el background genético.
Es decir, no hubo consistencia en el presente trabajo con la investigacion de Sala et al.
(2006) ya que no se encontr6 el mismo numero de QTL y las localizaciones fueron en
cromosomas distintos. Por lo tanto la hipétesis sobre la coincidencia de QTL encontrados
para la poblacion y ambiente bajo estudio con los encontrados en otras poblaciones y
ambientes o son consistentes con los QTL encontrados en otras investigaciones no puede
confirmarse completamente ya que si hubo coincidencia para los caracteres relacionados

con la definicion del PG pero no asi con la etapa de secado de granos.

Por ultimo, y relacionando las hipétesis que se testearon en la presente tesis con los

resultados descriptos, la primera (existe variabilidad fenotipica para los caracteres
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estudiados) fue aceptada. La segunda (existe independencia entre la etapa entre siembra y
antes antesis con las etapas de llenado de granos y secado de los mismos) también fue
aceptada. La tercera (existe una relacion entre los caracteres relacionados con la
determinacién del peso de grano y aquellos que definen la humedad a cosecha) fue
aceptada. La cuarta (es posible detectar QTL para los caracteres estudiados) fue aceptada.
La quinta (existen interacciones epistaticas entre los caracteres que definen el peso final de
los granos y la duracion del secado) no fue aceptada, ya que no encontramos efectos
epistaticos. La sexta (existen regiones cromosoémicas comunes para caracteres relacionados
fisiol6gicamente) fue aceptada. Y por ultimo, la séptima (los QTL encontrados para la
poblacion y ambiente bajo estudio coinciden con los encontrados en otras poblaciones y
ambientes 0 son consistentes con los QTL encontrados en otras investigaciones) fue

aceptada parcialmente, ya que varias localizaciones han sido Unicas para este estudio.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten incrementar el conocimiento sobre
las bases genéticas de la maduracion de los granos de maiz a través del analisis fenotipico
y la identificacion de QTL de caracteres asociados a la determinacion de rasgos complejos
de las etapas de llenado de granos y de secado de granos

.La metodologia de fenotipado fue de gran precision, lo que permitié capturar la
variabilidad fenotipica presente en la poblacion de dobles haploides, y asi demostrar la

validez del modelo ecofisiolégico utilizado para el analisis.

Se encontré una relacién entre caracteres fisioldgicos muy interesante que podria
definir una estrategia de mejoramiento para lograr genotipos que sequen mas rapido sus
granos sin resignar rendimiento. Esta relacion especifica, fue entre el CHMF y la TSG.
Sugiriendo que genotipos con mayor CHMF tendrian una mayor TSG. Por lo tanto, se podria
seleccionar genotipos con alta TCG y una DLLG no tan extensa que garanticen un PG
promedio para un hibrido de maiz, pero con alto CHMF que podria desencadenar en una

TSG mas rapida y asi acortar el tiempo desde la fecundacion de los 6vulos a la cosecha.

Se detectaron QTL que unieron las correlaciones fenotipicas de caracteres
fisioldgicos con su ubicacion comun en el genoma de maiz. Los resultados del analisis de
QTL para los caracteres de la etapa de llenado de granos fueron consistentes con los
hallados anteriormente en la bibliografia, en ambientes y trasfondos genéticos distintos. La
estrategia de la utilizacién de QTL para la seleccion de genotipos con atributos deseados,
como pueden ser un PG promedio (entendido como promedio de los PG de hibridos
comerciales) pero con DLLG y DSG cortas, son de gran utilidad en un programa comercial,
si bien el fenotipado de estos caracteres puede ser costoso, los resultados de esta tesis y
los antecedentes demuestran su utilidad. Los efectos aditivos para algunos QTL
encontrados, como el PG, la DLLG, el TTMF y la DSG son de alta importancia para incluirlos

en el programa de seleccion recurrente asistida por marcadores de Syngenta.

Se hall6é una novedosa region en el cromosoma tres entre las posiciones 128 y 132,
asociada al PG, TCG, DLLG y MCAG. Hasta la presente tesis no se habian reportado

regiones especificas con significancia para estos cuatro caracteres.
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