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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS

ACG: aptitud combinatoria general.

ACE: aptitud combinatoria especifica.

ADN: acido desoxirribonucleico.

BIC: “Bayesian Information Criterion”. Criterio de informacion bayesiana.
BLAST: “Basic local alignment search tool”. Herramienta de busqueda de alineamientos de
secuencias basicos.

BLUP: “Best linear unbiased predictor”. Mejor predictor lineal insesgado.
°C: grados centigrados.

CA: contenido de agua.
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EE: error estandard.
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FA1L: factor analitico de primer orden.
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HPM: Heterosis parental media.
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MFS: “Major Facilitator Superfamily”. Familia de transportadores de azUcares.
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NIL: “Near isogenic lines”. Lineas isogénicas.

PCV: prueba del cociente de la verosimilitud.

PG: peso de grano.

PP: parental promedio.
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TLL: tasa de llenado.
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BASES GENETICAS DE LA DETERMINACION DEL PESO DE GRANO EN MAIz

Resumen

El rendimiento del maiz se encuentra determinado por el nUmero y peso individual de
los granos cosechados por unidad de area. Si bien el nimero de granos tiene mas impacto
sobre el rendimiento final, cambios en el peso individual de los granos (PG) impactan sobre
el mismo. Existe gran variabilidad genotipica en el patrén de crecimiento de los granos de
maiz de hibridos comerciales y en lineas elite de mejoramiento.El conocimiento de las bases
genéticas de los procesos fisioldgicos que determinan el PG es relevante para mejorar el
rendimiento del cultivo. Los objetivos generales de esta tesis fueron (i) caracterizar
fenotipicamente una poblacion de RILs de maiz para caracteristicas de llenado de granos, y
(i) realizar una primera aproximacién a las bases genéticas que determinan el peso de
grano en una poblacion de RILs de maiz.

Se realiz6 un analisis de QTL sobre una poblacién de 245RILs de maiz de la
poblacion IBM Syn4 (B73 x Mol17) que mostr6 grandes diferencias genotipicas en PG
(p<0,001) en dos ambientes. La variabilidad en PG estuvo positivamente asociada a
variaciones en tasa de llenado (TLL) y duracién de llenado (DLL). Un total de 10 QTL
conjuntos fueron detectados, mostrando generalmente efectos menores y no consistentes a
través de los dos ambientes evaluados. La TLL y DLL no mostraron QTL en comdun,
sugiriendo un control genético independiente. A través de informaciéon de uno de los dos
padres de la poblacion de RILsy los intervalos de confianza de los principales QTL se
presentan posibles genes candidatos para futuras disecciones. También se evalud la
correlacion entre lineas parentales e hibridos derivados para caracteres de llenado de
grano. Tanto la heterosis como la correlacion entre el valor medio de las lineas parentales y
los hibridos derivados fueron significativas para todos los caracteres de llenado evaluados.
Estos resultados confirman que el estudio de caracteres de llenado de grano en lineas
endocriadas genera informacion valiosa para sus hibridos derivados.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la relacion entre las bases genéticas
del crecimiento del grano de maiz y sus mecanismos fisiol6gicos. Los resultados observados
en lineas endocriadas son relevantes para estimar el comportamiento de sus hibridos

derivados gracias a la alta correlacién que se encontré en el desempefio entre ambos.
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GENETIC BASIS OF KERNEL WEIGHT DETERMINATION IN MAIZE

Abstract

Grain yield in maize and other crops is determined by both kernel number per unit
land area and individual kernel weight (KW). Although kernel number is usually the
component explaining most yield variations, both components affect final yield. Individual KW
is largely genetically determined, and its variability is achieved through different combinations
of rate and duration of kernel growth. Genetic variability for grain-filling patterns has been
observed among inbred lines and commercial hybrids. However, little is known about the
genetic control of KW and its component traits: kernel growth rate (KGR) and grain-filling
duration (GFD).The main objectives of this thesis were (i) to phenotype a maize RIL
population for grain-filling patterns, and (ii) to conducta study to determine the genetic basis
of kernel weight in this population.

A QTL analysis was carried out over 245 RILs from the IBM Syn4 (B73 x Mol7)
population which showed ample genotypic differences in KW (p<0.001) under two
environments. Kernel weight was positively associated with variation in KGR and GFD. A
total of ten joint QTL were detected, generally showing inconsistent and minor effects
throughout environments. Some QTL showed consistent effects through environments. Both
KGR and GFD showed no common consistent QTL, supporting previous observations on
independent physiological control. With the use of B73 sequence data, candidate genes
were identified within marker intervals and discussed relevant candidate ones for future
dissection. The correlation between parental inbred lines and derived hybrids for grain-filling
traits was also evaluated. Heterosis values and genetic correlations between midparental
value and hybrid performance were significant for all traits. These results confirm that
studying inbred lines for grain-filling traits generates valuable information for derived hybrid
performance.

Results from this thesis showed the relationship between the genetic basis of maize
kernel growth and its physiological mechanisms. Observed results in parental inbred lines
showed to be relevant for estimation of derived hybrid performance due to the high

correlation between them.

VI



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) y su produccion en Argentina

El género Zea pertenece a la familia Poaceae que comprende mas de 600
géneros. La especie cultivada es el Zea maysL. ssp. mays, originaria de México. Esta
especie es sembrada en una gran variedad de regiones agroecologicas, que van desde
cero metros de altitud hasta cerca de 4000 metros sobre el nivel del mar. Se cultiva desde
el Ecuador hasta altas latitudes en los dos hemisferios y con distintos regimenes pluviales
(desde menos de 400 hasta 3000 mm anuales) (Kato et al., 2009).

La produccién del maiz es una de las principales producciones de la republica
Argentina detras de la soja. La produccion nacional de maiz ha mostrado un
comportamiento creciente pero irregular entre los afios 1970 y 2012 (Fig. 1.1). En las
décadas del 70 y 80 mostr6 un promedio de ocho millones y medio de toneladas. En la
década del 90, la produccion experiment6 un crecimiento constante, llegando a producirse

22,5 millones de toneladas (2007) aumentando el rendimiento promedio a ocho tn ha™.
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Figura I.1:Evolucionde la produccion anual de maiz en la Argentina para el periodo 1969-
2012.

Actualmente, Argentina es el cuarto productor mundial de maiz luego de EE.UU.,
China y Brasil, con un promedio en los ultimos cinco afios de 20,5 millones de toneladas

(FAO, 2013). El aumento en la produccion anual de maiz estuvo explicado por aumentos



en el rendimiento promedio, el cual present6 una tasa de aumento de 118 kg ha™ afio™,

sin observarse grandes cambios en la superficie sembrada (Fig. .2; MinAgri, 2013).
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Figura I.2:Evolucién del rendimiento en grano por unidad de superficie y de la superficie
cosechada anual de maizpara el periodo 1969-2012.

Generacion del rendimiento en grano

Tanto el rendimiento del maiz como el del resto de los cultivos extensivos se
encuentran determinados por el nimero y peso individual de los granos cosechados por
unidad de area a madurez. El nimero de granos ha mostrado ser el componente mas
variable y determinante del rendimiento final (Early et al., 1967; Fischer, 1975), aunque
cambios en el peso individual de los granos (PG) también tienen un alto impacto sobre el
mismo. Entender cual es la base de variaciones en estos componentes del rendimiento es
critico para el manejo y el mejoramiento de los cultivos. El uso del genotipo adecuado es
actualmente la principal practica de manejo que el productor puede tomar como
mecanismo de reduccién del riesgo econémico en la produccion comercial de maiz frente
a cambios climéticos (Chavas et al., 2001).

Existe una gran diversidad en cuanto a la generacion del rendimiento por parte de
distintos genotipos cuando éste es dividido en sus dos componentes, nUmero y peso
individual de granos (Otegui, 1995). Existe también una gran variabilidad genotipica en el
patron de crecimiento de los granos de maiz en hibridos comerciales que actualmente se
cultivan en la Argentina (Gambin et al, 2007), y en lineas elite de programas de
mejoramiento actuales (Borras et al., 2009). Los genotipos de uso actual en situaciones de
produccion comercial y sus lineas progenitoras muestran que el mismo peso de grano
puede ser alcanzado por una alta tasa durante un periodo corto de llenado, o bien con una

baja tasa durante un periodo de llenado prolongado. Actualmente se desconocen las



bases genéticas que gobiernan estas variaciones.

Determinacion del peso individual del grano a nivel de planta y canopeo.

La acumulacion de biomasa en los granos puede considerarse como la sucesion
de tres etapas (Bewley y Black, 1985). La primera, denominada fase lag, es una etapa de
lenta acumulacion de biomasa y tiene lugar durante ca. 12-15 dias a partir de la
fecundacion del ovario (Maddonni et al., 1998). Esta caracterizada por una activa division
celular, donde quedan establecidos el numero de células endospermaticas y de
amiloplastos involucrados en la posterior deposicion de almidén. Esta etapa es
considerada critica en la definicion del peso de grano potencial (Brocklehurst, 1977;
Capitano et al., 1983; Reddy y Daynard, 1983; Borras y Westgate, 2006; Borras y Gambin,
2010). La segunda etapa de crecimiento del grano, llamada de llenado efectivo, se
caracteriza por una activa acumulacién de reservas en el grano. El momento en el cual los
granos alcanzan su maximo peso seco se conoce como madurez fisiologica, y representa
el final del llenado efectivo. Durante la Ultima etapa los granos pierden humedad, con
mayor o menor velocidad dependiendo del ambiente circundante (Sala et al., 2006).

La determinacion del peso de los granos puede considerarse como dependiente (i)
del potencial establecido tempranamente en el desarrollo del grano, y (ii) de la capacidad
del cultivo de lograr posteriormente este potencial. Estudios recientes en maiz, donde se
modificé la cantidad de asimilados por grano después de las primeras etapas del llenado,
muestran que aumentar la cantidad de asimilados por grano no aumenta el peso de grano
en forma significativa, mientras que disminuciones de la cantidad de asimilados por grano
si disminuyen marcadamente el peso (Borras et al., 2004). Esto significa que, si no existe
un stress muy importante durante el llenado efectivo, variaciones en el peso de grano final
en esta especie resultan de variaciones en el peso de grano potencial definido en las
primeras etapas del llenado (Borras y Gambin, 2010).

Por simplificacién, el crecimiento de los granos ha sido generalmente dividido en
dos componentes fisiolégicos: la tasa de crecimiento del grano durante la fase de llenado
efectivo y la duracion del llenado de los granos, que abarca la fase lag y la fase de llenado
efectivo. Esta division es de suma utilidad, ya que actualmente se reconoce que los
factores que controlan la tasa no son los mismos que los que modulan la duracion del
llenado. Borras et al. (2009) han mostrado que existe una fuerte variabilidad en tasa y
duracion del llenado efectivo entre lineas endocriadas de maiz publicas y elite de

programas de mejoramiento actuales, y que no existe relacion alguna entre estas dos



variables. Actualmente, los hibridos comerciales argentinos difieren marcadamente en su
peso final de grano a través de variaciones tanto en la tasa de llenado como en la
duracion del periodo de llenado (Gambin et al., 2006 y 2007). Sin embargo, no se conocen
qué regiones gendmicas asociadas a la determinacion de estos caracteres. Considerando
que en términos fisioldgicos estos caracteres no estan correlacionados, hipotetizamos que
las regiones gendémicas asociadas a cada caracter son distintas.

Las relaciones hidricas del grano han tomado recientemente una gran importancia
para mejorar el entendimiento del crecimiento de los granos. Esto se debe a que los
granos acumulan agua antes que biomasa, y a que ambos patrones de acumulacion
muestran una estrecha relaciéon (Borras y Gambin, 2010). Diferentes parametros
asociados con las relaciones hidricas del grano permiten predecir y conectar la
potencialidad del peso del grano con sus componentes fisiologicos. De esta forma,
creemos que las regiones genémicas asociadas a los caracteres hidricos seran las

mismas que para los componentes fisiolégicos a los cuales estan correlacionados.

Peso potencial y tasa de crecimiento de los granos

El peso potencial del grano esta estrechamente relacionado con el niumero de
células endospermaticas que se establecen temprano en el desarrollo del mismo (Reddy y
Daynard, 1983; Capitano et al., 1983). Un mayor numero de células endospermaticas
indica una mayor cantidad de sitios potenciales para la posterior acumulacién de almidoén.
Cambios en las condiciones ambientales en las cuales crecen los granos durante las
primeras etapas de su desarrollo, afectan el PG potencial a través de modificaciones en el
nimero de células endosperméticas (Jones et al., 1996; Setter y Flannigan, 2001).
Cambios en el peso de grano potencial normalmente se ven reflejados en cambios en la
tasa de llenado (Jones et al., 1985). Recientemente se demostré que el contenido de agua
del grano en sus etapas tempranas de desarrollo también puede ser utilizado como un
estimador del peso potencial del grano (Borras y Westgate, 2006) ya que el mismo se
encuentra altamente correlacionado con la tasa de llenado de los granos. El uso del
contenido de agua como un estimador del peso potencial del grano nos permite estudiar
variaciones en el peso potencial en un alto nimero de individuos y ambientes debido a la
facilidad y rapidez de su medicidn, y a su robustez a través de un amplio rango de

diversidad genotipica en maiz (Borras et al., 2009).

Duracion del periodo de llenado



La duracion del llenado de los granos de maiz tiene un fuerte componente
genético, y estaria asociada a la velocidad de maduracion del endosperma (Gambin et al.,
2007) y al momento, expresado como porcentaje de humedad, en el cual los granos dejan
de acumular biomasa (Gambin y Borras, 2005). La velocidad de maduracién puede ser
facilmente estudiada por los cambios en las relaciones hidricas de los granos, ya que
desde su fecundacion hasta madurez fisiologica el grano se deseca progresivamente
(contenido de agua relativo al peso fresco total; Saini y Westgate, 2000; Borras et al.,
2003; Borras y Westgate, 2006). En cuanto al momento en el cual los granos dejan de
acumular biomasa, genotipos que llegan a madurez fisioldgica con un mayor porcentaje de
humedad acumulardn biomasa por menos tiempo que aquellos que llegan a madurez
fisiol6gica con menor porcentaje de humedad. En sorgo se encontraron diferencias en el
porcentaje de humedad a madurez fisiolégica que estuvieron negativamente asociados
con la duracién del periodo de llenado de granos (Gambin y Borras 2005).

Ademas del efecto universal de la temperatura sobre la duracion del periodo de
llenado, otros factores del ambiente modifican la extensién de esta etapa. Reducciones en
la cantidad de asimilados por grano (producidos por un stress hidrico, una defoliacion o
reducidos niveles de radiacion) durante el periodo de llenado efectivo aceleran la normal
desecacion del grano, disminuyendo la duracion de la etapa de llenado. Cuando esto
sucede al final del ciclo, el grano puede no alcanzar el peso potencial establecido
tempranamente. Por el contrario, aumentos en la cantidad de asimilados no han mostrado
efectos sobre la duracién del llenado en maiz (Jones y Simmons, 1983), y esto difiere de
lo observado en otros cultivos como soja (Egli, 1990) o sorgo (Gambin y Borras, 2007).

Diferencias en la duracion del llenado entre genotipos comerciales también
pudieron ser descriptas en forma simple a través de la velocidad con la que los granos van
perdiendo humedad (Gambin et al., 2007). Este comportamiento se pudo establecer para
un conjunto de 13 genotipos comerciales argentinos que mostraban una variacion de la
duracion de la etapa entre floracion y madurez fisiolégica de 1117 a 1470 °Cdia
(temperatura base 0 °C, alrededor de 12-14 dias calendario aprox. de diferencia). Los
genotipos no difirieron en el porcentaje de humedad a madurez fisiolégica o en el
momento en el cual los granos alcanzaron el maximo contenido de agua. Las diferencias
genotipicas en duracién del llenado estuvieron asociadas a diferencias en la velocidad de
desecacion de los granos hacia el fin de la etapa de llenado, después de alcanzarse el
méximo contenido de agua (Gambin et al., 2007). Asi, estudiar la progresion del

porcentaje de humedad permite describir el desarrollo de los granos en forma simple. Y,



debido a esta gran simplicidad, es posible estudiar la velocidad con la cual los granos se
desarrollan en un elevado nimero de genotipos. ParAmetros como la tasa de desecacién
del grano pueden ser potencialmente claves para estudiar y modelar diferencias
genotipicas y ambientales en la determinacion de la duracion del llenado.

Escalas de trabajo

Los programas de mejoramiento, combinados con un buen manejo agronémico,
han logrado aumentar los rendimientos de los cultivos de grano de forma exitosa durante
las dltimas décadas. Sin embargo, en la actualidad, el aumento de los rendimientos se ha
visto detenido en comparacién con la creciente demanda mundial de alimentos (Cassman,
1999). Para solucionar este inconveniente no es suficiente trabajar a escala de cultivo,
como se ha hecho hasta hace poco, sino que es necesario explorar escalas de detalle alin
mayores. En este sentido resulta de vital importancia que el estudio de los mecanismos
genéticos a nivel de planta individual alcancen la escala de cultivo (Hammer et al., 2004).
De esta forma podran contribuir con el aumento en la produccion de alimentos y el
suplemento de energia al facilitar el entendimiento mas acabado de los procesos que
determinan el comportamiento de los cultivos (Yin y Struik, 2008).

Existen dos formas de investigar un determinado problema generando interaccién
con otras escalas de detalle: el “bottom-up” y el “top-down”. En el primer caso, se parte de
una escala de mayor detalle (gen) hacia otra de menor detalle (cultivo). En este sentido,
Rivero et al. (2007) manipularon el gen de la enzima isopenteniltransferasa para generar
tolerancia a sequia en plantas de tabaco. En el segundo caso, se realiza el mecanismo
inverso, partiendo de una escala de menor detalle (cultivo) hacia otra de mayor detalle
(gen). Existen sobrados ejemplos de este método, en el cual se parte de un caracter de
importancia agronémica de un cultivo y se realiza la deteccién de regiones genémicas
asociados a ese caracter (Austin & Lee, 1998; Uauy et al, 2006; Gonzalo et al, 2010). Una
vez identificada la region de interés, el siguiente paso consiste en refinar esa region
gendémica de forma tal de achicar el nUmero de genes candidatos involucrados en la
determinacion del caracter. Luego, se debe seleccionar uno o varios genes candidatos
que esteén fisiolbgicamente relacionados con el carécter de interés, y finalmente se deben
realizar pruebas funcionales de ese 0 esos genes a través del silenciamiento o sobre-

expresion de los mismos (Glazier et al., 2012).

QTL: concepto



En los ultimos afios se han producido importantes avances en el desarrollo de la
genética molecular. Esto ha conducido a la integracion de nuevas herramientas
(marcadores moleculares) que permiten estudiar  variabilidad genética
independientemente de variaciones ambientales. Esta herramienta ha sido, y es, utilizada
para el estudio de muchos rasgos de importancia agronémica. Sin embargo su utilidad ha
sido moderada ya que los atributos que determinan estos caracteres (rendimiento en
grano, calidad de aceite, etc.) en los cultivos de grano estan controlados por muchos
genes que contribuyen con una pequefia parte al fenotipo total y son conocidos como
rasgos cuantitativos (Collard et al., 2005). A su vez, estos caracteres de interés estan
influenciados por el ambiente, lo que da lugar a que la distribucion de fenotipos se
aproxime a una curva con distribucion normal. Este tipo de caracteres se dice que
presentan variacion continua, cuantitativa o métrica (Jones et al., 1997). Por su parte, el
tipo de herencia se denomina poligenética o cuantitativa, y responde a un modelo aditivo
en el que cada locus afiade una cierta cantidad al fenotipo (si asumimos que no hay
interaccion entre genes o epistasis). Por lo tanto, el control genético de caracteres
continuos estaria atribuido a “loci de caracteres cuantitativos” o QTL, que son regiones del
genoma que contienen genes individuales o grupos de genes que codifican o influencian
caracteres complejos y estan localizados en el mismo o distinto/s cromosoma/s. Son
dificiles de identificar debido a la ausencia de segregacion genotipica observable y a que
los efectos genotipicos de cada gen asociado con un caracter complejo son relativamente
pequeiios (Collard et al.,2005).

Para la identificacion de QTL en primer lugar se deben detectar “polimorfismos”,
que son diferencias en la secuencia del ADN generadas por cambios puntuales, pequefias
y grandes inserciones y deleciones, re-arreglos cromosomicos, apareamiento desigual y
errores de la ADN polimerasa. Estas diferencias se conocen como marcadores
moleculares y se visualizan como bandas, fragmentos o amplicones en los geles de
corrida electroforética. Luego de la deteccion de marcadores moleculares, se
confeccionan mapas de ligamiento que indican la posicion del marcador en un cromosoma
determinado y la distancia a la cual se encuentra respecto al resto de los marcadores.
Estos, conjuntamente con informacién fenotipica, son utilizados para la identificacion de
regiones cromosomicas asociadas a caracteres simples y caracteres cuantitativos, que

son interpretados a través del analisis de QTL (Collard et al. 2005).

Identificacion de QTL sobre un modelo eco-fisiologico



La deteccion de QTL para interpretar rasgos agronémicos recibié una considerable
atencion en genética vegetal desde fines de los 80, con el objetivo de entender las bases
genéticas de los distintos caracteres de interés (Blanc, et al. 2006). Una de las primeras
cuestiones a tener en cuenta es la eleccion del caracter que se desea evaluar. EI mismo
debe ser un caracter heredable, donde las variaciones fenotipicas estén mayormente
explicadas por variaciones genotipicas y en menor medida por variaciones relacionadas
con el ambiente (Kearsey y Pooni, 1996).

Tardieu y Tuberosa (2010) sostienen que para obtener resultados consistentes
entre ambientes es conveniente disectar el caracter a evaluar en sus componentes
determinantes debido a que presentan mayor heredabilidad. Estudiando la tasa de
elongacion de las hojas de maiz Reymond et al. (2003) demostraron que el andlisis
genético debe realizarse no sobre el producto final (en su estudio particular sobre
elongacion de hoja) sino sobre los procesos fisiologicos que conforman este producto
final, y como estos son modificados independientemente por el ambiente. Estos autores
demostraron que haciendo un andlisis de QTL sobre los procesos que estan detras de la
determinacion del producto final pudieron predecir su fenotipo (tasa de elongacion de la
hoja) a partir de datos genotipicos para un amplio rango de condiciones ambientales.

En esta tesis doctoral el caracter bajo estudio es el peso de grano de maiz, que
presenta altos valores de heredabilidad. Algunos autores reportaron valores entre 0.61 y
0.92 (ver Sadras 2007). Sobre este caracter altamente heredable se realiz6 una diseccién
en sus componentes determinantes, tasa y duracion del llenado. A su vez, estos
caracteres fueron estudiados en funcion de la dindmica hidrica del llenado. La tasa de
llenado fue entendida en funcién del maximo contenido de agua que alcanzan los granos;
mientras que la duracion del llenado fue estudiada en funcién de la tasa de desecacién y
del porcentaje de humedad a madurez fisiol6gica de los granos. El andlisis de QTL fue
aplicado sobre este modelo conceptual. Siguiendo esta aproximacion en sorgo, Gambin y
Borras (2011) no observaron aumentos en la heredabilidad al disectar el caracter peso de
grano en sus componentes fisiolégicos tasa y duracién. Este resultado difiere de lo
propuesto por Tardieu y Tuberosa (2010) y lo observado por Reymond et al. (2003)
sugiriendo que existen excepciones a esta teoria. Este resultado podria estar asociado a
una posible compensacion entre los componentes fisioldgicos para la determinacion del
peso de grano sustentado por la relacion negativa observada entre tasa y duracion de
llenado para las lineas de sorgo evaluadas. Sin embargo, es indudable que a medida que

se disecta un caracter en sus componentes fisiolégicos se reduce la cantidad de genes



involucrados, aumentando la precision del estudio independientemente de la heredabilidad
del caracter.

Si bien trabajar con caracteres cuantitativos resulta complejo, hay evidencias en la
literatura de la existencia de QTL para peso de grano en maiz. Los resultados muestran
una gran variabilidad en la ubicacién de los QTL detectados para este caracter (Schon et
al., 1994; Austin y Lee, 1996, 1998; Berke y Rocheford, 1995; Frova et al., 1999; Li et al,
2007, 2011; Messmer et al.,, 2009; Peng et al.,, 2011; Guo et al., 2011). De hecho,
agrupando trabajos que estudien la base genética del peso de grano se puede observar
gue se detectaron QTL distribuidos a lo largo de los diez cromosomas del maiz. En lineas
generales se puede decir que la mayor cantidad de QTL para el caracter peso de grano en
maiz fueron detectados en los cromosomas 1, 2 y 7. Sin embargo, la mayoria de estos
QTL detectados resultaron inestables en otros ambientes. Por otro lado, algunos trabajos
estudiaron la base genética de la tasa de llenado de grano en maiz (Liu et al., 2011; Li et
al., 2012). Al igual que para peso de grano, los QTL de tasa de llenado fueron inestables,
0 sea que no se repitieron al modificar el ambiente. La interaccién QTL x ambiente es un
problema bastante comudn a lo largo de la bibliografia revisada. Por ejemplo, Austin y Lee
(1998) detectaron 18 QTL asociados al peso de grano en una poblacion de maiz, de los
cuales 5 fueron validados en dos ambientes distintos (con y sin estrés). Por otro lado, en
muchos trabajos se detectaron QTL para el caracter peso de grano en maiz, pero pocos
los han logrado validar entre ambientes (Li, 2005; Schon et al, 1994; Austin and Lee,
1996; Li et al, 2007; Berke and Rocheford, 1995). Por ejemplo, Austin y Lee (1998)
evaluaron PG en una poblacion de RILs en un ambiente bajo estrés y otro sin estrés. Los
autores detectaron 67 QTL, de los cuales 7 QTL (13%) fueron estables entre ambientes.
Por su parte, Sghon et al. (1994) evaluaron PG en dos ambientes. Los autores detectaron
7 QTL en un ambiente de los cuales 4 fueron detectados en el ambiente restante. Por
altimo, Liu et al. (2011) evaluaron la tasa de llenado en una poblacion de RILs creciendo
en dos localidades y repetidos en dos afios consecutivos. Los autores detectaron 23 QTL
de los cuales so6lo 5 fueron estables a través de ambientes. La inestabilidad de los QTL
detectados estuvo asociada a la falta de protocolos adecuados para la medicién de
caracteres fisiolégicos ya que los autores no estudiaron la tasa de llenado en base al
tiempo térmico generando variaciones en el caracter al modificar el ambiente. Esto
aumenta la interaccion QTL x ambiente y por lo tanto lleva a la elaboracion de
conclusiones erroneas. Muchos otros trabajos presentan problemas en el andlisis
estadistico de los datos ya que no respetan los postulados de los andlisis estadisticos que

aplican. Por ejemplo, consideran que las variancias ambientales son iguales o que no



existen correlaciones entre caracteres cuando en realidad esto ocurre con alta frecuencia
(Liu et al., 2011).

Aplicacion en hibridos

La mayoria de los trabajos donde se realiza la deteccion de QTL para caracteres
de interés consisten en fenotipar y genotipar una o mas poblaciones de mapeo, y realizar
un analisis de asociacion fenotipo-genotipo. Son pocos los trabajos que luego de esta
aproximacion contintan trabajando sobre los QTL detectados o se preguntan si lo que
observan en lineas se traduce en hibridos, que son los que finalmente se utilizan para la
produccién y comercializacion. En programas de mejoramiento, generalmente el
desempefio de las lineas parentales es utilizado como criterio de seleccién para
resistencia a enfermedades, tiempo a floracion, altura de planta, y otros caracteres
altamente heredables (Mihaljevic et al., 2005). Para caracteres mas complejos como
rendimiento, nimero de granos, etc., se utiliza el desempefio de los cruzamientos de
prueba o hibridos derivados como criterio de seleccién. Esto genera la necesidad de hacer
numerosas pruebas que resultan costosas y consumen mucho tiempo. Sin embargo, estas
pruebas resultan necesarias ya que cualquier evaluacion fenotipica sobre lineas
endocriadas tiene poco valor si su desempefio no se correlaciona con el desempefio de
sus hibridos derivados (Hallauer y Miranda, 1988). En caso de existir una baja correlacién
fenotipica entre las lineas parentales y sus hibridos derivados,la deteccion de QTL para
peso de grano y/o sus componentes fisioldgicos no sera relevante ya que estos no se
manifestaran en el hibrido derivado. Por otro lado, cuando se trabaja en mapeo de QTL se
asume que las regiones que modifican el caracter de interés presentan efectos aditivos y
en algunos casos de dominancia. La comparacion de lineas parentales con sus hibridos
derivados permite desglosar los componentes de la variancia génica con el objetivo de
entender que lineas parentales aportan un efecto aditivo positivo a su progenie. A su vez,
permite diferenciar que caracteres expresa heterosis cuando pasamos de una linea a un
hibrido. Esto resulta de gran interés debido a que conocer el modo de herencia de los
caracteres y la performance de las lineas parentales permite dirigir cruzamientos
especificos con el objetivo de mejorar el caracter de interés.

Hallauer y Miranda (1988) realizaron una revision de trabajos donde se evaluaron
caracteres agronémicos sobre lineas e hibridos derivados. En general, los autores
observaron una baja correlacién entre el desempefio de las lineas y sus hibridos.

Caracteres como rendimiento, nimero de granos, prolificidad, etc., son caracteres muy
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influenciados por el ambiente y por lo tanto, de baja heredabilidad. Resultados similares
fueron obtenidos por Kebede et al. (2013), quienes evaluaron la correlacion entre lineas
parentales e hibridos derivados para el caracter rendimiento en condiciones de estrés
hidrico y de buena provision hidrica en siete ambientes. Como se esperaba, los autores
observaron una baja correlacion entre el rendimiento de lineas parentales y el de los
hibridos derivados, que aumenté levemente cuando mayor fue el estrés hidrico.
Caracteres estables que permitan predecir lo que pasa en los hibridos con sélo evaluar
sus lineas parentales permitird reducir la cantidad de pruebas de cruzamiento y por lo
tanto los costos del fenotipeado. En este sentido, tanto el peso de grano como sus
componentes fisioldégicos resultan de interés ya que son caracteres estables, 0 sea que
presentan altos valores de heredabilidad (Sadras, 2007; Gambin y Borras, 2011).

El presente trabajo de tesis pretende identificar determinantes genéticas de los
diferentes patrones de crecimiento de grano en maiz. La variabilidad genotipica en la
respuesta se estudiardA en la poblacion de lineas endocriadas recombinantes
entrecruzadas (RILs) IBM Syn4 generada a partir del cruzamiento de las lineas parentales
B73 y Mol7, dos lineas de gran trascendencia en el mejoramiento del cultivo de maiz en
Estados Unidos (Troyer, 1999). Los individuos de la poblacion (245 genotipos) fueron
sometidos a 4 ciclos de recombinacion al azar luego de la F, (Lee et al. 2002), lo que
genera un aumento en el numero de meiosis y por lo tanto un aumento en la variabilidad
de las lineas. A su vez, esta poblacion cuenta con una amplia base de datos moleculares

disponible en el Maize Gene Data Base (www.maizegdb.org). Considerando la mayor

cantidad de ciclos de recombinacién respecto a una poblaciéon de RILs tradicional, la
amplia base de datos moleculares, su disponibilidad y su variabilidad en peso de grano
(Abertondo, 2007) se decidio utilizar esta poblacion para la caracterizacion fenotipica y la
identificacion de QTL asociados a los caracteres de llenado.

Luego se estudiara la correlacion entre lineas parentales e hibridos derivados para
los caracteres del llenado de grano con el fin de evaluar la relevancia del estudio sobre
lineas endocriadas. Para ello se utilizaron tres sets de cruzamientos dialelicos
provenientes de distintos fondos genéticos correspondientes a germoplasma de interés
para programas de mejoramiento con el fin de ampliar la variabilidad genotipica explorada
respecto de una poblacion de RILs. El aumento de la variabilidad genotipica explorada
viene dado por el uso de lineas de distinta procedencia con distinta historia de
mejoramiento. De esta forma estariamos evaluando una mayor cantidad de alelos que en

el caso de la poblacion de RILs IBM Syn4.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Realizar una primera aproximacion a las bases genéticas que determinan el peso

de grano en maiz.

Objetivos especificos e hipoétesis de trabajo:

Objetivos especificos

1-

Realizar una caracterizacion fenotipica para peso de grano final y sus
componentes (tasa y duracién de llenado) en la poblacién de RILs IBM Syn4 (B73
X Mo17).
Realizar un analisis de QTL para peso de grano final y sus componentes
determinantes (tasa y duracién de llenado).
Estudiar la correlaciones existentes entre tasa y duracion de llenado con algunos
mecanismos fisioldgicos relacionados al status hidrico de los granos durante su
desarrollo para la poblacién de RILs,
a. Tasa de llenado de granos como respuesta al maximo contenido de agua
que alcanzan los mismos a mitad de llenado,
b. Duracién del llenado como una respuesta a la velocidad con la que se
secan los granos y al momento en el cual se corta el llenado.
Sugerir posibles genes candidatos para cada caracter de llenado de grano utilizando
los QTL detectados.
Evaluar la correlacion entre el desempefio de lineas parentales e hibridos

derivados para los caracteres de llenado estudiados.

Hipo6tesis especificas

Las regiones gendmicas responsables de cambios en la tasa de llenado de grano
son distintas de aquellas asociadas a la duracién de llenado.

Cambios en la tasa de llenado estan explicados por las mismas regiones
gendmicas que explican los cambios en el maximo contenido de agua.

Las regiones gendmicas vinculadas a cambios en la duracion del llenado seran las
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mismas que se relacionen con la tasa de desecacion de los granos y/o el
porcentaje de humedad a madurez fisioldgica.

Dentro de los intervalos de confianza generados por los QTL detectados para
crecimiento de grano existiran genes relacionados con los procesos de division y
diferenciacion celular.

El comportamiento de las lineas parentales se transmite a sus hibridos derivados
para caracteres de llenado.
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CAPITULO II:

DISECCION DE LA BASE GENETICA DE LOS PROCESOS FISIOLOGICOS QUE
DETERMINAN EL PESO GRANO EN MAiZ USANDO LA POBLACION IBM (B73 x
Mo17) SYN4.

Introduccién

El rendimiento en grano de maiz est4d determinado por el nimero de granos
cosechados y su peso individual (PG). Generalmente, el nUmero de granos es mas variable
y estd mayormente correlacionado con el rendimiento que el PG. Sin embargo, para un
namero de granos determinado existe un amplio rango de rendimientos alcanzables debido
a variaciones en el PG (Borras y Gambin, 2010). Existen diversos estudios ambientales y
fisiol6gicos asociados a la determinacion del PG en distintas escalas como cultivo, planta,
tejido y molecular. No obstante, existe poca informacién acerca de la integracion de estas
escalas de organizacion de forma tal de poder dilucidar la arquitectura genética del PG. La
deteccién de regiones genbmicas asociadas a loci de caracteres cuantitativos (QTL)
relevantes para los procesos fisiol6gicos que ocurren en el grano de maiz es de gran interés
ya que proveen oportunidades para realizar disecciones genéticas especificas (Lande y
Thompson, 1990). A su vez, pueden proporcionar informacién Gtil para el mejoramiento del
cultivo de maiz en caso de ser consistentes a través de ambientes y contextos genéticos
(Eathington et al., 2007).

El desarrollo de los granos es clasicamente particionado en tres fases: la fase lag, el
periodo de llenado efectivo de los granos y la fase de maduracion (Bewley y Black, 1985).
La fase lag es un periodo de activa division celular. Se caracteriza por un rapido incremento
del contenido de agua (mg agua grano™) con relativamente escasa acumulacién de materia
seca. Luego de la fase lag sigue un periodo de réapida acumulacion de materia seca
asociada a la diferenciacién celular y a la deposicion de reservas. Esta fase es conocida
como el llenado efectivo de los granos. Al igual que en la fase lag el contenido de agua
continla aumentando a una alta tasa durante el llenado efectivo de los granos y
eventualmente se establece el maximo volumen del grano (Gambin et al., 2007). Luego, los
granos de maiz se someten a una pérdida neta de agua, alcanzan madurez fisiologica
(méximo peso seco del grano), y entran en un estado de quiescencia (Bewley y Black,

1985). La concentracion de humedad en el grano (en base hiumeda) declina a lo largo de las
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tres fases de desarrollo. Esta reduccion del contenido de humedad es mas notoria después
de que los granos alcanzan madurez fisiolégica, pero también ocurre durante el periodo de
acumulacién de agua a una alta tasa (Borras et al., 2003).

Dos procesos distintos son responsables de variaciones en el PG final del maiz: la
tasa de llenado de granos (TLL) y la duracién de llenado de granos (DLL). A pesar de que
ambos procesos afectan el PG, es generalmente la TLL quien mayor impacta sobre las
diferencias en PG (Borras y Gambin, 2010). La TLL esta estrechamente relacionada con el
maximo contenido de agua (MCA) y refleja el potencial del grano como destino de
asimilados, el cual fue establecido durante la fase lag. La DLL esta correlacionada con la
tasa de desecacion (TD) desde la polinizacion hasta madurez fisiologica, y con la
concentracion de humedad a la cual los granos dejan de acumular reservas (i.e. alcanzan
madurez fisiolégica, HMF). Una TD mas elevada y/o una mayor HMF tienden a reducir la
DLL. La estrecha coordinacion entre la acumulacién de biomasa seca y la acumulacién de
agua en maiz es también observada en otros cultivos de grano como soja (Swank et al.,
1987), trigo (Calderini et al., 2000), cebada (Bingham et al., 2007), girasol (Rondanini et al.,
2009) y sorgo (Gambin y Borras, 2005). Sin embargo, las bases genéticas de esta estrecha
coordinacion no han sido estudiadas.

Existen pocas evidencias existen sobre el control genético del crecimiento y
desarrollo del grano de maiz. Se han realizado algunos estudios sobre mapeo de QTL para
PG donde se detectaron QTL distribuidos a lo largo de los diez cromosomas de la especie
sin mucha consistencia entre estudios (Schoén et al., 1994; Austin y Lee, 1996, 1998; Frova
et al,, 1999; Li et al, 2007, 2012). La diseccién genética de caracteres complejos
comunmente muestra muchos genes con efectos relativamente pequefios, facilmente
influenciados por el ambiente y con interacciones epistaticas (Bernardo, 2008). Esta falta de
consistencia puede estar relacionada con la necesidad de disectar los caracteres complejos
en caracteres mas simples (Slafer, 2003). El PG puede ser disectado en dos caracteres, TLL
y DLL, cuya variacion se sabe que es independiente y que esta relacionada a distintos
procesos fisiologicos (Borras et al., 2009). Disectar el PG en estos dos caracteres simples
(TLL y DLL) mejorard el entendimiento de su base genética permitiendo discriminar que
procesos fisiologicos especificos estan siendo afectados por las regiones asociadas a la
determinacién del peso de grano. Actualmente, no se sabe si la TLL y la DLL estan
asociados a distintas regiones del genoma en forma independiente o ligada. Por otro lado,
conociendo que regiones afectan los distintos procesos fisiol6gicos, sumado a la amplia
base de datos genéticos existente para el parental B73, sera posible proponer genes

candidatos que estén involucrados en la determinacion de estos procesos fisiologicos. En
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este sentido, Liu et al. (2008) estudiaron los perfiles de expresién génica durante el periodo
de llenado de grano en maiz y observaron que durante ese periodo se expresaban alrededor
de 3500 genes. Este trabajo resalta la necesidad de disectar el PG en sus componentes
fisiolégicos de forma tal de discriminar sobre que procesos actlan los genes que se
expresan durante el llenado de granos.

El mapeo de QTL en plantas ha sido, y es, comunmente realizado sobre una
poblacion de mapeo. La misma surge del cruzamiento entre dos lineas parentales que
presentan diferencias en el caracter fenotipico que se desea evaluar (Jones et al. 1997).
Distintos tipos de poblacién de mapeo pueden ser utilizadas para la deteccion de QTL
asociados a la determinacion de un caracter fenotipico. Para especies autogamas o
alogamas que se puedan autofecundar se suelen utilizar poblaciones F,, F,, RILs,
derivadas de retrocruzas y doble haploides. La ventaja de utilizar RILs o doble haploides
es gue se trata de individuos homocigota. Esto permite replicar experimentos en distintos
ambientes y/o campafias sin que ocurran cambios en la conformacion alélica de los
individuos (Jones et al. 1997; Collard et al. 2005). Por otro lado, las poblaciones doble
haploides representan la variabilidad genética entre los progenitores luego de ocurrida una
sola meiosis (F;), mientras que una poblacion de RILs presenta por lo menos 6 ciclos de
recombinacion (meiosis). Sin embargo, este tipo de poblaciones presentan un limitado
ndamero de eventos de recombinacion que genera una baja resolucion para caracteres
cuantitativos. De forma tal de incrementar la resolucion de las poblaciones de mapeo, se
crearon poblaciones que han atravesado un mayor namero de ciclos de recombinacion al
azar (Lee et al. 2002). Un ejemplo concreto es la poblacion publica IBM Syn4, la cual fue
generada a partir del cruzamiento de las lineas parentales B73 y Mo17, dos lineas de gran
incidencia en el mejoramiento del cultivo de maiz en Estados Unidos (Troyer, 1999). Esta
poblacién cuenta con una mayor cantidad de recombinaciones que una poblacion de RILs
tradicional, aumentando de esta forma la precision en la deteccién de QTL (Lee et al.
2002).

A pesar de la gran cantidad de trabajos donde se detectan QTL para caracteres
complejos como el PG en maiz, todavia es limitada la cantidad de trabajos que busquen
QTL para procesos fisioldgicos que puedan escalar a mayores niveles de organizacion y
hacer frente al ambiente de crecimiento. Liu et al. (2011) y Li et al. (2012) detectaron QTL
para TLL usando una poblacién de RILs en diferentes ambientes, pero ninguno de ellos fue
consistente a través de la variacibon ambiental. La falta de conocimientos en fisiologia
vegetal para generar protocolos de caracterizacion fenotipica, como la necesidad de

estudiar el crecimiento de los granos en funcién del tiempo térmico en vez de hacerlo en
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funcion de los dias es critica cuando se evallan distintos ambientes de crecimiento. El
estudio de los caracteres asociados al crecimiento del grano es importante debido a su
relevancia para la prediccién y entendimiento del rendimiento en el cultivo de maiz en
distintos escenarios ambientales. Ambos TLL y DLL son coeficientes genéticos que
determinan el PG final en modelos de crecimiento de cultivos (Jones et al., 2003).

Hipotesis

e Las regiones gendmicas responsables de cambios en la tasa de llenado de grano
son distintas de aquellas asociadas a la duracién de llenado.

e Cambios en la tasa de llenado estan explicados por las mismas regiones
gendmicas que explican los cambios en el contenido de agua maximo.

e Las regiones genodmicas vinculadas a cambios en la duracion del llenado seran las
mismas que se relacionen con la tasa de desecacion de los granos y/o el

porcentaje de humedad a madurez fisiolégica.

Objetivos especificos

e Conducir un andlisis de QTL sobre los caracteres del llenado de los granos para
determinar su complejidad genética.

o Estudiar las relaciones entre caracteres asociados al desarrollo del grano tanto al
nivel fenotipico como genotipico.

e Dentro de los intervalos de confianza generados por los QTL detectados para
crecimiento de grano existirdn genes relacionados con los procesos de division y
diferenciacion celular.
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Materiales y métodos

Material vegetal utilizado

Se utilizaron las dos lineas parentales publicas B73 y Mol7, y 245 lineas
provenientes de la poblacién de RILs IBM Syn4 (B73 x Mol7). En la generacion F,, esta
poblacion fue sometida a cuatro ciclos de recombinacién al azar. Luego se generaron lineas
recombinantes derivadas de ocho ciclos de autopolinizacién (Lee et al., 2002). Los detalles
correspondientes a las lineas de la poblacion IBM se pueden encontrar en la pagina web de

GRIN (www.ars-grin.gov; verificada el 15 de Abril de 2013). Las lineas parentales han

demostrado ser relevantes para el germoplasma actual de maices dentados (Mikel yDudley,
2006) y muestran diferencias para varios caracteres del llenado de granos (Borras et al.,
2009). Estudios previos mostraron que la poblacion de RILs en estudio presenta una
importante variacion en PG (Abertondo, 2007). A su vez, esta poblacién cuenta con una
amplia base de datos moleculares disponibles en la pagina web del Maize Gene Data Base

(www.maizegdb.orq).

Disefio experimental y experimentos a campo

Los experimentos a campo fueron conducidos durante las campafias 2009/2010
(desde ahora 2009) y 2010/2011 (desde ahora 2010) en el Campo Experimental Villarino,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, en Zavalla, Argentina. Para
ambos experimentos se utilizé un disefio en bloques completos al azar con tres repeticiones.
La siembra se realiz6 el 15 de septiembre en 2009 y el 4 de octubre en 2010. Las
condiciones de crecimiento del cultivo fueron diferentes no so6lo debido a los distintos afios
sino también a la densidad de siembra. Una densidad de cinco plantas m™ fue utilizada en
2009 y otra de siete plantas m? en 2010. Las parcelas fueron sembradas al doble de la
densidad y entre V2 y V3 se ralearon a la densidad objetivo. Cada una cont6 con cuatro
surcos distanciados a 0,70 m y de 5,5 m de largo.

Los experimentos fueron conducidos en secano durante 2009 y con riego durante
2010. Durante el 2010 un total de 150 mm de agua fueron aplicados con un sistema de riego
por aspersion durante floraciébn y principios del llenado de grano. Las plagas y
enfermedades fueron controladas con insecticidas y fungicidas comerciales recomendados

para maiz, y las malezas fueron removidas periddicamente a mano. El experimento fue
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fertilizado a la siembra y alrededor de V5 con un total de 150 kg N ha™. El objetivo de estas
practicas fue reducir la probabilidad de ocurrencia de estreses severos sobre el cultivo.

Mediciones fenotipicas

La materia seca y el contenido de agua en grano fueron medidos a lo largo del
desarrollo del mismo, comenzando 15 dias después de que el 50% de las plantas de la
parcela alcancen el estado de antesis y finalizando en madurez de cosecha (15% de
humedad en grano), siguiendo el procedimiento descripto en Borras et al. (2003).
Brevemente, una planta por parcela fue muestreada cada cuatro o cinco dias entre las 07:00
y las 10:00 am. Una vez cosechada, la espiga junto con sus chalas fue inmediatamente
guardada en una bolsa plastica herméticamente cerrada y luego transportada al laboratorio.
Se muestrearon 10 granos entre las posiciones 10 a 15 contando desde la base de la espiga
dentro de una caja himeda. Una vez muestreados los 10 granos, se midio el peso fresco de
la muestra y luego de secar las muestras en estufa a 70°C durante 96 horas se midi6 el
peso seco. De la diferencia entre el peso fresco y el peso se obtuvo el contenido de agua de
los granos.

La TLL y la DLL fueron determinadas para cada combinacion de genotipo X
repeticion ajustando un modelo bi-lineal siguiendo el procedimiento de Borréas et al. (2009):

PG=a+bTT paraTT <c (1)
PG=a+bc para TT >c 2

donde TT es el tiempo térmico después de polinizaciéon (°C dia), a es la intercepta (°C dia), b
es la TLL durante el periodo de llenado efectivo de los granos (mg °C dia™), y ¢ es la DLL
(°C dia) (Fig. 1A). Las unidades térmicas fueron calculadas usando 0 °C como temperatura
base (Muchow, 1990; Borréas et al., 2009).La temperatura media diaria fue registrada en una
estacion climatica ubicada aproximadamente a 150 m del experimento.

El MCA fue determinado para cada combinacion de genotipo X repeticion ajustando

un modelo curvilineo siguiendo a Borras et al. (2009):

CA=d+eTT+fTT* +g TT? (3)

donde CA es el contenido de agua en el grano y d, e, fy g son los pardmetros del modelo.
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La HMF fue determinada usando un modelo bilineal relacionando el PG con el
contenido de humedad del grano siguiendo a Borras et al. (2009):

PG=h-iMC para CH 2 j 4)
PG=h-iMC para CH <j (5)

PG

MCA

Peso secoocontenidode
aguaengrano (mggrano)

~~
.o
~,

HMF

A

~,
~
~
~
~o
~
~
~

Concentraci6nde humedad en
grano (gkg?)

Tiempo térmico desde
polinizacién (°C dia)

Figura Il.1: Figura esquematica que describe los caracteres fenotipicos de llenado de grano:
(A) peso de grano (PG), tasa de llenado de grano (TLL), duracién de llenado de grano (DLL),
contenido de agua (CA) y maximo contenido de agua (MCA), y (B) humedad a madurez
fisiologica (HMF) y tasa de desecacion durante el llenado efectivo de granos (TD). Por

detalles sobre mediciones de cada caracter especifico ver la seccibn mediciones fenotipicas.

donde CH es la concentracion de humedad del grano (%), h es la intercepta (mg grano™), i
es la tasa de caida en la CH del grano durante el llenado (mg grano™ [%]™), y j es la HMF

(%). Este modelo fue ajustado para cada combinacion de genotipo x repeticion.
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La TD fue determinada usando un modelo de regresion lineal ajustado para cada
combinacién de genotipo X repeticidn relacionando la concentracion de humedad y el tiempo
térmico desde polinizacion hasta madurez fisiologica:

CH=K+ITT (6)

donde CH es la concentraciéon de humedad en el grano (g kg™), k es la intercepta (g kg™), y |
es la TD (g kg'°C dia™) (Fig. 11.1B).
Todas las curvas explicadas anteriormente fueron ajustadas usando la técnica de

optimizacion por iteraciones del GraphPad Prism Demo v5.0 (Raduschev, 2007).

Andlisis fenotipico

Para poder testear la variabilidad de cada caracter en forma individual se utilizé un
modelo lineal general. EI modelo incluyé ambientes (afios), bloques anidados en ambientes,
genotipos y la interaccién genotipo x ambiente. Los ambientes y los bloques anidados en
ambientes fueron considerados como factores fijos mientras que los genotipos y la
interaccion genotipo x ambiente fueron considerados como factores aleatorios. Las medias
individuales de cada genotipo fueron comparadas a través del andlisis de minimas
diferencias significativas (LSD). El Proc GLM del programa estadistico SAS® fue utilizado
para el andlisis (SAS Institute, 1999).

La heredabilidad en sentido amplio de cada caracter fue calculada sobre una base

media como:

H?*= 0% / [0°c+(0%ce / N)+0°Ir ] (7)

donde o’ es la variancia genotipica, 0°ce es la variancia de la interaccion genotipo x
ambiente, 0% es la variancia residual de la parcela, y n y r son el nimero de ambientes y
repeticiones, respectivamente (Hallauer y Miranda, 1988).

Para el andlisis de QTL, la informacion fenotipica fue analizada utilizando un modelo
mixto siguiendo a Malosetti et al. (2008). El set de datos multi-caracter multi-ambiente
consisti6 de | genotipos, evaluados en J ambientes con mediciones sobre K caracteres

repetidos en L bloques (1 = 245, J =2, K=6y L = 3). Se definié un vector “¢y” N x 1, con N =
IJKL que contiene todas las observaciones agrupadas por caracter dentro de cada ambiente

y dentro de cada genotipo para cada bloque. Dado que el interés es en la variacion genética
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dentro de la poblacion mas que en los genotipos per se, los genotipos se asumieron como
aleatorios. La combinacion caracter-ambiente (C-A) y los bloques anidados dentro de la
combinacion C-A fueron considerados como fijos. El modelo lineal mixto para la informacion

multi-caracter multi-ambiente fue:
Y=XB+Zu+¢ (8)

donde Y es el vector de observaciones fenotipicas, 8 es un vector de efectos fijos debido a
la combinacién C-A y bloques anidados dentro de C-A, mientras que u y € son los vectores
de los efectos aleatorios debido a los genotipos y a los residuales, respectivamente. Xy Z
son matrices identidad de 1s y 0Os asociadas con los efectos fijos y aleatorios,
respectivamente. El vector 8 contiene las medias de los caracteres dentro de los ambientes
a través de los genotipos y las medias de los bloques dentro de C-A. El vector u denota los
efectos genotipicos aleatorios por cada combinacion de C-A. Los efectos genotipicos
aleatorios se asumen normalmente distribuidos u ~ N (0, G), siendo G una matriz de bloques
diagonales con 12 x 12 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 (Iozijk). La (co)variancia fenotipica fue:
V(y) = ZGZ'+R 9)

Para el modelo de la ecuacion (8), la matriz G contiene la variancia genética de cada
C-A en su diagonal y la covariancia genética para cada par de C-A de un mismo genotipo
fuera de la diagonal. Como sefialaron Malosetti et al. (2008), los efectos genéticos aleatorios
no seran independientes a través de ambientes si existen genes/QTL con efectos sobre
esos ambientes. Ademas, los efectos genéticos para diferentes caracteres no seran
independientes si genes/QTL para diferentes caracteres estan ligados o son pleiotropicos.
Los efectos de genes/QTL a través de ambientes generalmente no tienen el mismo efecto
en términos de magnitud y en algunos casos presentan el signo opuesto. A causa de esto,
se asumieron distintos modelos de variancia-covariancia para la matriz G de forma tal de
seleccionar el mas adecuado y parsimonioso para el set de datos.

Todos los modelos estructurales consideran la combinacion factorial de caracteres y
ambientes como un caracter. El modelo mas sencillo fue el “Componentes de variancia”, el
cual considera variancias homogéneas para cada C-A y ausencia de correlacion entre pares

de C-A (Cov = 0). En otras palabras considera que no hay QTL comunes entre ambientes ni
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QTL pleiotrépicos entre caracteres (Tabla I1.1). Un modelo menos sencillo es el de “Simetria
compuesta” que también considera variancias homogéneas para cada C-A. Este modelo
agrega un parametro extra para modelar covariancias genéticas homogéneas entre pares de
C-A. Un modelo mas realista es el de “Simetria compuesta heterogénea” que presenta
distintos pardmetros de variancia para cada C-A, y utiliza la raiz cuadrada de estos
parametros para calcular las covariancias (Tabla 11.1). Este modelo retiene la propiedad de
covariancia constante a través de todos los pares de C-A. El modelo mas flexible y realista
es el “No estructurado” que cuenta con variancias y covariancias unicas para cada
combinacién de C-A. Este modelo suele ser dificil de ajustar en la practica debido a la gran
cantidad de parametros a estimar. Una alternativa para este modelo es el “Modelo de
bandas” que estima la primera banda de la matriz, estableciendo el resto de las bandas
superiores iguales a cero. Tan flexible como el modelo “No estructurado”, pero que requiere
menos parametros (mas parsimonioso) es el “Factor analitico de primer orden (FA1)". Este
modelo agrega un término multiplicativo, con Ay parametros multiplicativos especificos para
C-A. Una alternativa para el FAL es el FAO que tiene una estructura similar al FA1 excepto

gue no incluye la matriz diagonal D (SAS Institute, 1999 Cary, NC).

Tabla 1l.1: Diferentes modelos para la matriz de variancias-covariancias (G). Se detallan el nimero

de parametros y el criterio de informacion bayesiana de cada modelo.

Criterio de informacién

Modelos para la matriz G N° paradmetros .
bayesiano

Componentes de variancia 1 22.499,8
Simetria compuesta 2 22.306,2
Factor analitico “0” 12 22.865,7
Simetria compuesta heterogénea 13 22.331,3
Factor analitico de primer orden 24 21.725,5
Banda 78 22.503,7

Los modelos estructurales evaluados usan distinta cantidad de parametros para
ajustar la informacion (Tabla 1). Un mayor nimero de parametros resulta en un mayor
tiempo de célculo creando dificultades en la convergencia. Para este set de datos no se
pudo ajustar el modelo “No estructurado” debido a que no alcanzé el criterio de
convergencia. La seleccion del mejor modelo estuvo basada en la bondad de ajuste del

criterio de informacion bayesiano (de su sigla en inglés BIC) (Schwarz, 1978). Este criterio
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penaliza la bondad de ajuste por el nUmero de pardmetros de variancia-covariancia que
utiliza el modelo. De acuerdo a este criterio, el modelo “Factor analitico de primer orden” fue
el més adecuado para este set de datos (Tabla 11.1).

Considerando la mejor estructura de variancia-covariancia para la informacion
fenotipica, se calcul6 el mejor predictor lineal insesgado (de su sigla en inglés BLUP) para
cada genotipo en cada ambiente de forma tal de reducir el error no controlado para el
mapeo de QTL (Borevitz et al., 2002; Zalapa et al., 2007).

Construccién del mapa genético

La informacion de los marcadores moleculares utilizada para construir el mapa de

ligamiento fue obtenida del sitio web Maize GDB (http://www.maizegdb.org, verificada el 10

de octubre de 2012). Previo al analisis de ligamiento, se realizé un test de chi-cuadrado
para verificar la distribucion alélica de cada locus (Kearsey y Pooni, 1996). Aquellos
marcadores que mostraban una segregacion distorsiva fueron descartados del andlisis. De
los 1102 marcadores de ADN que segregaban de acuerdo a lo esperado, se seleccionaron
171 (dos marcadores por bin de acuerdo al mapa consenso de la poblacion) para la
construcciéon de un mapa de ligamiento preliminar. Se realizé un analisis de QTL para
detectar los intervalos de marcadores asociados a cada caracter. El mapa final se construy6
agregando 470 marcadores moleculares de la base de datos al mapa de ligamiento
preliminar. Los marcadores agregados correspondian a las regiones detectadas en el
analisis de QTL preliminar. Finalmente, un total de 641 marcadores de ADN fueron utilizados
del mapa consenso de la poblacién IBM Syn4. El andlisis de ligamiento fue llevado a cabo
usando el programa MapDisto V1.7 (Lorieux, 2007). Las distancias genéticas fueron
calculadas con la funcién de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1943).

Andlisis de QTL multi-caracter multi-ambiente

Los BLUPS calculados usando modelos mixtos fueron utilizados para el mapeo de
QTL, pero el mapeo de QTL se realiz6 a través de un modelo mezcla (Jiang y Zeng, 1995)
en vez de un modelo mixto. Esta decision estuvo basada en la mayor precision del modelo
mezcla respecto del mixto, cuando se quieren localizar QTL en mapas no saturados. En

modelos mezcla, el término residual del modelo es el Unico efecto aleatorio:

Y=XB+ ¢ (10)
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donde los pardmetros son iguales a los de la ecuacion (8). A diferencia de los modelos
mixtos, los modelos mezcla asumen que los efectos residuales ¢, estan correlacionados
entre caracteres dentro de cada genotipo con covariancia Cov (€ &) Y son independientes
entre individuos (Jiang y Zeng, 1995). Para el analisis de verosimilitud, se asume los &€xs
tienen una distribucion normal multivariada entre individuos con media cero y con una matriz
de variancia-covariancia no estructurada al igual que la descripta para la matriz G del
modelo mixto.

Cuando se incluyé un QTL putativo en el modelo, este paso a ser:
Y=XB+Xa+ ¢ (11)

donde X°™ es una matriz identidad, la cual proviene de la informacién de marcadores
moleculares. El término a es un vector fijo con el efecto del QTL. Finalmente la extension del

modelo de un QTL al de multiples QTL es:
Y = XB + 2 X ag+ € (12)

Este analisis se llevé a cabo en dos pasos: (1) Un escaneo amplio del genoma con
test para QTL conjuntos considerando las correlaciones entre caracteres y ambientes, y (2)
un modelo final multi-QTL donde se calcularon los efectos y la significancia de cada QTL en
un Unico modelo, y las posibles interacciones entre los mismos. Este procedimiento se
realizé con el programa WIinQTL Cartographer V2.5 (Wang et al., 2011). El procedimiento
multi-caracter multi-ambiente, que utiliza mapeo por intervalos compuestos fue usado para
el primer paso. En el mapeo por intervalos compuestos, se us6 el andlisis de regresion
stepwise del modelo 6 del programa. Se estableci6 un umbral de 0,05 para el ingreso y
egreso de QTL putativos para ser utilizados como cofactores. Se utiliz6 una ventana de 10
cM donde se removia temporalmente el efecto del marcador que se encontraba dentro de
esa ventana durante el escaneo del genoma. El umbral para declarar la presencia
significativa de un QTL conjunto fue de LOD = 7, con intervalos de escaneos de 2 cM entre
el marcador y el QTL putativo. La posicion mas probable del QTL fue asignada a los puntos
donde el valor de LOD era maximo.

Las posiciones de los QTL detectados en el primer paso fueron consideradas como

QTL candidatos y constituyeron el modelo inicial para el paso dos. En este ultimo paso, se
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construyd un modelo multi-QTL usando el procedimiento de mapeo de mdltiples caracteres
en multiples intervalos. Partiendo de un modelo inicial, el procedimiento estim6 los
parametros del modelo, refiné las posiciones de los QTL dentro del intervalo, tested la
significancia de todos los pardmetros usando un LOD = 3 para caracteres individuales,
busc6é nuevos QTL e interacciones epistaticas, y finalmente calculé la variancia genética
explicada por el modelo (Basten et al., 2004). Cada vez que el modelo fue refinado se
realizo la prueba del cociente de la verosimilitud para determinar si el cambio en el modelo

era significativo:

PCV = 2(log L~ log Ly) (13)

donde PCV es la prueba del cociente de la verosimilitud, y L; y Lo son la verosimilitud del
modelo refinado y el modelo original, respectivamente. La diferencia entre los logaritmos de
la verosimilitud fue multiplicada por dos para generar una distribucién chi-cuadrado. Luego,
se probd la significancia usando el estadistico chi-cuadrado. Los grados de libertad para la
prueba eran iguales a la diferencia entre el nimero de parametros entre los modelos final e

inicial.
Genes candidatos
Se realizé una busqueda de genes candidatos de los intervalos donde se detectaron

los QTL que formaron parte del modelo final. La opcion “Locus Pair Lookup” del buscador

genético del Maize GBD (www.maizegdb.org; verificada el 29 de agosto de 2012) (Andorf et

al., 2010) fue utilizado para la informacion de secuencia B73 RefGen_v2 (Schnable et al.,
2009). Los genes de la base de datos “Filtered Gene Set and Working Gene Set [de
MaizeSequence.org]” o “5b60 genome build” fueron seleccionados para la basqueda. Las
secuencias resultantes de cada gen fueron sistematicamente buscadas usando BLASTn
(Atschul et al., 1990) para la expresion de fragmentos de secuencia con un umbral esperado
de 0,01. Los genes candidatos fueron seleccionados cuando el valor e era < ¢ para Zea
mays L. Los productos de los genes fueron buscados en la base de datos del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov; verificada el 29 de agosto del 2012),y fueron identificados de

acuerdo a la homologia con genes previamente caracterizados usando un umbral de

identidad del 70% para las especies Zea mayz L., Oryza sativa o Arabidopsis thaliana.
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Resultados

Resultados fenotipicos

Los genotipos de la poblacién de RILs mostraron estrechas diferencias en el tiempo
a antesis. El tiempo térmico acumulado desde la siembra hasta la primera y la ultima linea
florecida fue de 824 a 923 °C dia (equivalente 12 dias para las lineas mas extremas) en
2009. El rango de tiempo térmico acumulado durante el 2010 fue de 894 a 1191 °C dia
(equivalente 17 dias). Esta estrecha diferencia permiti6 que las lineas de la poblacién de
RILs comenzaran el periodo de llenado de granos en condiciones ambientales similares en
ambos afos.

Se observaron diferencias en el PG final de las lineas parentales (p<0,001) donde los
granos de Mol7 fueron mas pesados que los de B73 en ambas condiciones ambientales
(Tabla 11.2). Se observaron diferencias para el PG a través de la poblacién de RILs
(p<0,0001), que fueron desde 166 a 338 mg grano™ y de 129 a 305 mg grano™ para 2009 y
2010, respectivamente (Tabla 11.2). También se detectaron efectos ambientales significativos
(p<0,001) y una interaccién genotipo x ambiente (p<0,001) indicando un cambio de ranking
para los genotipos ante distintos ambientes. El PG promedio fue 253 mg grano™ y 226 mg
grano™ en 2009 y 2010, respectivamente.

Comparando las lineas parentales, Mol7 mostr6 una TLL mas alta que B73 en
ambos ambientes (p<0,001; Tabla 11.2). Se observaron diferencias genotipicas y ambientales
para TLL en esta poblacion de RILs (p<0,001) que fueron desde 0,23 a 0,57 mg °C dia y de
0,21 a 0,53 mg °C dia en 2009 y 2010, respectivamente (Tabla 11.2). EI PG estuvo
positivamente correlacionado con la TLL (r = 0,79), donde los genotipos con mayor TLL
mostraron PG mayores (Fig. 11.2A).
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Tabla 11.2; Peso de grano, tasa de llenado, duracién de llenado, maximo contenido de agua, tasa de
desecacion y humedad a madurez fisioldgica de las lineas parentales (B73 y Mol7) y promedio,
maximo y minimo de 245 RILs de la poblacion IBM Syn4 en dos ambientes diferentes (2009 y 2010).

Se detallan los coeficientes de variaciéon (CV) y la heredabilidad (H2) de cada caracter.

. ) Peso de Tasa de Duracion Méaximo Tasa de Humedad a
Ambiente  Genotipo . .
grano llenado de llenado contenido de desecacion madurez
agua fisiolégica
mg grano™  mg °Cdia™ °Cdia mg grano™ g kg™t °cdia™ %
2009 B73 252 0,40 940 203 0,67 39
Mol7 312 0,46 965 263 0,70 37
IBM 253 0,39 942 220 0,68 39
IBM min. 166 0,23 761 133 0,53 25
IBM max. 338 0,57 1152 315 0,83 54
2010 B73 203 0,30 974 169 0,64 41
Mol7 252 0,43 902 239 0,75 43
IBM 226 0,36 950 205 0,69 41
IBM min. 129 0,21 755 117 0,46 28
IBM max. 305 0,53 1177 307 0,89 59
CV (%) 6,5 13,2 7,6 6,8 11,2 10,8
H? 0,81 0,70 0,53 0,91 0,47 0,57
G ***(15)T ***(0705) ***(69) ***(14) ***(0’07) ***(4)
A ***(57) ***(0,18) *(263) ***(53) ***(0,27) ***(17)
GXxA ***(15) ***(0,05) ***(69) ***(14) ***(0,07) ***(4)

* Significativo para p<0,05

** Significativo para p<0,01
*** Significativo para p<0,001
Tvalores de LSD para p<0,05
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Figura Il.2: Relacién entre el mejor predictor lineal insesgado (BLUP) del peso de grano y (A) tasa de
llenado de grano, y (B) duracién de llenado de grano de las 245 RILs en dos ambientes de

crecimiento. Los valores corresponden a la campafia 2009 (circulos) y 2010 (cuadrados).

En cuanto a la DLL, el desempefio de los parentales se modificd entre afios. Aunque
la diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05), Mo17 mostr6 una DLL mas larga
gue B73 durante el 2009 y mas corta durante el 2010. Se observaron diferencias
significativas dentro de la poblacion de RILs en ambos ambientes (p<0,001), que fueron
desde 761 a 1152 °C dia y desde 755 a 1177 °C dia en 2009 y 2010, respectivamente
(Tabla 2). Se detecté una alta interaccidon genotipo x ambiente (p<0,001). La DLL y el PG
estuvieron positivamente correlacionados (Fig. 11.2B). A pesar de ser significativa, los
caracteres presentaron una baja correlacion (r = 0,32).

La linea parental Mol17 alcanz6 un MCA a mitad del llenado mayor que B73 (Tabla
[1.2). Los genotipos de la poblacion de RILs también mostraron diferencias en el MCA
alcanzado a mitad del llenado (p<0,001). El rango observado fue desde 133 a 315 mg agua
grano™ y de 117 a 307 mg agua grano™ en 2009 y 2010, respectivamente (Tabla 11.2),
evidenciando diferencias genotipicas significativas en los patrones de acumulacion de agua
en los granos (p<0,001). También se detectaron efectos ambientales y de la interaccion
genotipo x ambiente (p<0,001). Como se esperaba de estudios previos, los genotipos con
mayor MCA correlacionaron con una mayor TLL (Fig. 11.3).

Aunqgue no hubo diferencias significativas, la linea parental Mo17 mostr6 una mayor
TD que B73 en ambos ambientes (Tabla 11.2). Dentro de la poblacion de RILs, la TD durante
el llenado mostré un rango de variacion desde 0,53 a 0,83 g kg'lOC dia® y desde 0,46 a 0,89
g kg™°C dia™ en 2009 y 2010, respectivamente (Tabla 11.2). La DLL no mostré correlacion

con la TD durante el periodo de llenado efectivo (Fig. I.4A).
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Figura 11.3: Relacion entre el mejor predictor lineal insesgado (BLUP) de la tasa de llenado y el
maximo contenido de agua de las 245 RILs en distintos ambientes de crecimiento. Los valores

corresponden a la campafia 2009 (circulos) y 2010 (cuadrados).

Al igual que para la TD, la HMF de las lineas parentales no mostré diferencias
estadisticas (p>0,05). En este caso, Mo17 siempre mostr6 mayor HMF que B73 (Tabla I1.2).
La HMF observada en la poblacion de RILs mostré diferencias genotipicas significativas
(p<0,01), que fueron desde 25 a 54 % y desde 28 a 59 % en 2009 y 2010, respectivamente
(Tabla 11.2). La HMF estuvo negativamente correlacionada (r = -0,45) con la DLL (Fig. 11.4B).

En resumen, todos los caracteres fenotipicos evaluados mostraron diferencias
significativas (p<0,01) y una segregacion transgresiva consistente (p<0,05). Esto ayudé a la

generacién de una amplia variabilidad para cada caracter fenotipico.
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Figura Il.4:Relacion entre el mejor predictor lineal insesgado (BLUP) de la duracion de llenado y (A)
tasa de desecacion, y (B) humedad a madurez fisioldgica de las 245 RILs en dos ambientes de

crecimiento. Los valores corresponden a la campafia 2009 (circulos) y 2010 (cuadrados).

Estimacion de heredabilidad

Todos los caracteres estudiados mostraron coeficientes de variacion menores a 15 %
(Tabla 11.2), permitiendo generar estimaciones precisas de la heredabilidad del caracter. El
PG mostr6 una alta heredabilidad en sentido amplio (0,81), la cual fue mayor que la de sus
componentes TLL (0,70) y DLL (0,53) (Tabla I1.2). EI MCA fue el caracter de llenado de
granos que present6 la mayor heredabilidad en sentido amplio (0,91), mayor aun que la del
PG y la TLL (Tabla 11.2). La heredabilidad de la TD y la HMF fue de 0,47 y 0,57,
respectivamente, similar a la observada para la DLL (Tabla I1.2).

Detecciéon de QTL

En una primera instancia se identificaron diez QTL conjuntos localizados en ocho de
los diez cromosomas del genoma de maiz (Fig. I1.5). Las diez posiciones detectadas en el
analisis conjunto fueron consideradas como QTL candidatos y constituyeron el punto de
partida para la generacion del modelo final de multi-QTL (segundo paso del procedimiento).
Ninguno de los QTL candidatos fue eliminado cuando formaron parte de dicho modelo.
Tampoco se detectaron nuevos QTL para este modelo ni interacciones epistaticas que
fueran significativas. Por lo tanto, el modelo final de multi-QTL para caracteres de llenado de
granos consistio de diez QTL localizados en los cromosomas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 y 10. Nueve
de los diez QTL estuvieron asociados a PG, ocho a TLL, siete QTL asociados a la DLL, diez
QTL asociados a el MCA, cuatro QTL asociados a la HMF y tres QTL afectaron la TD. La
Fig. 5 describe la magnitud de los efectos aditivos para la presencia del alelo Mol17 para

cada QTL sobre cada caracter en cada ambiente.
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Figura I1.5: Localizacién cromosémica de QTL detectados para peso de grano (PG), tasa de llenado
(TLL), duracion de llenado (DLL), maximo contenido de agua (MCA), humedad a madurez fisiolégica
(HMF) y tasa de desecacién (TD). Los QTL estan presentados en barras con un conector que indica
la posicion en el cromosoma. Los dos bloques de cada barra muestran el efecto aditivo del alelo en
cada ambiente (2009 a la izquierda y 2010 a la derecha). Los efectos aditivos corresponden a la

presencia del alelo Mo17.

La mayoria de los QTL detectados mostraron efectos inconsistentes a traves de
ambientes posiblemente asociado con la interaccion genotipo x ambiente. Efectos
relativamente consistentes de los QTL detectados fueron identificados para PG en los
cromosomas 1, 2, 5, 6, 7, 9 y 10. Ningun QTL mostro efectos consistentes para DLL, TD y
HMF (Fig. 11.5). Unicamente en el cromosoma 5, QTL para DLL y TD fueron expresados en
ambos ambientes, mientras que QTL para HMF siempre se expresaron sélo en uno de los
dos ambientes.

La aproximacion multi-caracter multi-ambiente para el analisis de QTL ayuddé a
entender las correlaciones genéticas entre caracteres. Los QTL ligados o pleiotrépicos con
efectos consistentes en diferentes caracteres explican la existencia de correlaciones
genéticas. Correlaciones genéticas positivas y consistentes fueron observadas para PG, TLL

y MCA en los cromosomas 2, 6, 9 y 10 en ambos ambientes, y en el cromosoma 1 durante
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la campafa 2009. En estos casos, la presencia del alelo del parental Mol7 aumento la
media del caracter. En el cromosoma 5 se observo una correlacion genética entre PG, MCA,
DLL y TD en ambos ambientes, donde la presencia del alelo del parental B73 incremento la
media del caracter (excepto para TD).

Del total de la variancia fenotipica, el modelo multi-QTL explico entre un 6 y un 24%
de la variacion de los caracteres en cada ambiente (Fig. 11.6). En promedio, el PG, la TLL y
el MCA fueron los caracteres con la mayor proporcion fenotipica explicada (24, 18 y 16%,
respectivamente), seguido por la TD, la HMF y la DLL (15, 11 y 10%, respectivamente).La
homogeneidad relativa de la variancia genética explicada por el modelo multi-QTL a través
de ambientes para PG, TLL y MCA (Fig. 11.6) concuerda con el hallazgo de QTL con efectos
consistentes a través de ambientes. En el caso de la DLL, la HMF y la TD, la
heterogeneidad de la variancia genética explicada por el modelo multi-QTL a través de
ambientes concuerda con la existencia de interaccion genotipo x ambiente (Fig. I1.6) y los

QTL de efectos inconsistentes a través de ambientes.

Genes candidatos asociados alos QTL

Los genes candidatos que regulan los QTL del modelo multi-QTL fueron
determinados usando la base de datos del Maize GDB a través de la identificacion de genes
dentro de los intervalos delimitados por marcadores donde los QTL fueron detectados.
Debido a la gran cantidad de procesos fisiol6gicos a los cuales podrian estar relacionados
los genes detectados, estos fueron agrupados en siete categorias inferidas de acuerdo a las
funciones descriptas en la literatura. Las categorias seleccionadas fueron division celular,
crecimiento y diferenciacion celular, metabolismo basal, relacionado a hormonas, respuesta
a estrés, relacionado a patdégenos y desconocido. De estas categorias, los genes
relacionados con division celular, crecimiento y diferenciaciébn celular y relacionado a

hormonas fueron los mas relevantes para los caracteres de llenado de grano evaluados.
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Figura 11.6: Proporcién del total de la variancia fenotipica explicada por el modelo multi-QTL para
peso de grano, tasa de llenado, duracién de llenado, maximo contenido de agua, tasa de desecacion

y humedad a madurez fisiolégica en dos ambientes (2009 y 2010).

Un total de 2791 genes fueron identificados para los diez QTL. La lista completa de
genes puede ser encontrada en la tabla anexa Al, junto con la funcion inferida para cada
gen especifico, y un resumen es presentado en la Tabla 11.3. Brevemente, los intervalos
evaluados mostraron desde 18 a 597 genes asociados con diferentes funciones (Tabla 11.3).
Cuando el numero total de genes fue considerado, el 20 % estuvo relacionado con funciones
de metabolismo basal, 9 % con funciones de crecimiento y diferenciacion celular, 4 % con
divisién celular, 2 % asociado a respuesta a estrés, 2 % con funciones relacionadas a
hormonas, 2 % con funciones relacionadas a patégenos y 61 % con funciones

desconocidas.
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Tabla I1.3: Niumero de genes identificados agrupados de acuerdo a su funcion inferida para los 10
QTL detectados en el modelo multi-QTL asociado con peso de grano, tasa de llenado, maximo
contenido de agua, duracién de llenado, tasa de desecacion y humedad a madurez fisiolégica. Los
intervalos de marcadores se detallan para cada QTL. Los genes fueron identificados usando la base
de datos del Maize Gene Data Base dentro de los intervalos donde los se detectaron los QTL. La lista
completa puede encontrarse en la Tabla Al.

Numero de genes identificados agrupados de acuerdo a su funcién inferida

o Crecimiento y ) ) Relacionado
Division ) o Metabolismo Relacionado Respuestaa .
QTL Intervalo diferenciacion i con Desconocido
celular basal a hormonas estrés
celular patégenos
1 umcl6la-be639426 29 53 125 11 17 6 356
2 php20017a-umc1560 1 1 4 0 2 0 10
3 bx4-umc1757 7 29 34 4 3 6 163
4 rz87(clp)-bnig1892c 22 33 104 8 12 6 389
5 umcl656-sdg102c 7 11 37 6 2 5 115
6  csu926(sec61)-umc2316 20 14 45 1 4 3 141
7 umc2327-umcl927 6 40 37 4 2 2 121
8 bnlg244-umc1698 9 18 59 4 0 5 133
9 umc95-umc1078 14 33 84 9 12 5 211
10 agrr37c-umcl196 6 17 26 3 0 2 83
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Discusién

La metodologia de muestreo utilizada para caracterizar la poblacion de RILs sigui6
protocolos previamente utilizados para caracterizar (y diferenciar) hibridos comerciales y
lineas puras (Borras et al., 2003, 2009; Gambin et al., 2007). A pesar de consumir mucho
tiempo y trabajo, la informacion fenotipica generada mostré la importancia de realizar este
tipo de mediciones para estudiar el desarrollo del grano, ya que se pueden alcanzar PG
similares a través de diferentes combinaciones de TLL y DLL. De acuerdo al conocimiento
actual en fisiologia de cultivos, estos dos caracteres estan controlados por mecanismos
fisiol6gicos distintos (Borras y Gambin, 2010), lo que sugiere un control genético diferencial.
Los resultados obtenidos apoyan la idea de un control genético diferencial, ya que los QTL
consistentes para TLL no co-localizaron con QTL consistentes para DLL.

La co-localizacion de QTL consistentes para los caracteres TLL y PG con QTL
relacionados al MCA ayuda a explicar las correlaciones fenotipicas cominmente reportadas
en maiz y otras especies (Borras y Westgate, 2006; Swank et al., 1987; Calderini et al.,
2000). La correlacion entre los caracteres MCA, TLL y PG es bien conocida actualmente
(Borras et al., 2003), donde el MCA esté relacionado al establecimiento temprano de la
capacidad del grano como destino de asimilados y la TLL esta determinada por eventos que
se dan temprano durante el llenado de granos (Reddy y Daynard, 1983). La co-localizacién
de QTL para estos caracteres agrega informacion genética relevante para la diseccion
genética del PG.

Los valores de heredabilidad para PG fueron similares a los reportados previamente
en la literatura (revision de Sadras, 2007), y las heredabilidades correspondientes a los
caracteres del llenado de granos fueron similares a los recientemente reportados en sorgo
(Gambin y Borras, 2011). ElI PG y el MCA mostraron los valores mas altos, seguidos por la
TLL. La DLL, la TD y la HMF presentaron menores valores de heredabilidad. Es interesante
gue ninguno de los componentes del PG (TLL y DLL) mostrara heredabilidades mayores
que PG, sugiriendo que la diseccion de caracteres complejos en otros fisiologicamente mas
simples no implica que estos serdn més sencillos para el estudio de sus bases genéticas.
Sin embargo, estudiar caracteres fisiologicamente mas simples implica estudiar caracteres
cuya determinacién esté asociada a un menor numero de genes. Por lo tanto, estudiar tasa
o duracién de llenado me permitira reducir la cantidad de genes que estan involucrados en
la determinacion del caracter debido a que al ser caracteres independientes lo mas probable
es que estén regulados por genes diferentes. Por otro lado, la menor heredabilidad

observada al disectar el caracter PG podria estar asociada a una compensacion entre los
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procesos fisioldgicos que lo determinan. Esto es claro en sorgo donde se observo una
relacion negativa entre tasa y duracion de llenado cuando se evaluaron una serie de lineas
endocriadas para caracteres de llenado (Gambin y Borras, 2011). Sin embargo, en el caso
de maiz esto no es tan claro ya que tasa y duracion son caracteres independientes debido a
que las regiones gendémicas asociadas a la determinacion de la tasa de llenado son distintas
de aquellas que determinan la duracién del llenado de grano. Estos resultados abren un
interrogante a lo propuesto por Tardieu y Tuberosa (2010) que sostienen que al disectar un
caracter complejo obtengo caracteres mas simples y heredables. Estas diferencias pueden
estar asociadas al modo en el que se disectd del caracter. En el caso de esta tesis, el PG se
disecté en sus componentes tasa y duracion para cada ambiente evaluado. Por otro lado,
Reymond et al. (2003) disectaron la tasa de elongacion foliar en sus distintas respuestas a
condiciones ambientales.

La existencia de QTL afectando el PG en maiz han sido reportados por varios
autores quienes detectaron una gran cantidad de regiones de ADN distribuidas a lo largo del
genoma (Schon et al., 1994; Austin y Lee, 1996, 1998; Frova et al., 1999; Li et al., 2007,
2012). Sin embargo, la gran mayoria de estos QTL fueron notoriamente susceptibles a los
efectos ambientales, siendo estables sélo unos pocos. La alta variabilidad de estos
resultados puede deberse a la falta de un analisis estadistico adecuado. La mayoria de los
estudios que involucran diferentes caracteres y/o ambientes no consideran las correlaciones
entre caracteres y la variabilidad entre ambientes. Aproximaciones estadisticas para
multiples caracteres y multiples ambientes representan una herramienta de gran valor que
permite considerar las correlaciones genéticas entre caracteres y ambientes (Malosetti et al.,
2008; Singh et al., 2012; Jiang y Zeng, 1995) y reducir el error tipo uno cuando se testean
los efectos de los QTL (Piepho, 2005). El analisis multi-caracter multi-ambiente representa
una aproximacion mas realista que los analisis de QTL individuales, ya que los procesos
fisiol6gicos estan habitualmente correlacionados.

Todos los QTL contenidos en el modelo multi-QTL mostraron coincidencias
relevantes con QTL previamente reportados. Lo mas interesante fue la consistencia de los
QTL para TLL y MCA con QTL para un caracter emergente (PG) en el cromosoma 6, el cual
coincidié con numerosos QTL reportados para PG en una posicion similar (entre los bins
6,02 y 6,05; Ribaut et al., 1997; Austin y Lee, 1996, 1998; Melchinger et al., 1998; Peng et
al., 2011). Es razonable pensar que esta region es muy importante para la determinacion del
PG, ya que fue detectada en diferentes contextos genéticos y condiciones ambientales.

Ademas, los QTL para PG (Schén et al., 1994; Austin y Lee 1996, 1998; Melchinger
et al., 1998) y los de TLL (Liu et al., 2011) detectados en el cromosoma 2 (bins 2,06-2,08)

37



co-localizaron con QTL consistentes para PG, TLL y MCA de este estudio. Guo et al.
(2011a) y Capelle et al. (2010) reportaron un QTL para PG localizado en la misma region
gue el QTL detectado en el cromosoma 5 de este estudio (bin 5,04). Los QTL consistentes
para PG, TLL y MCA detectados en el cromosoma 7 (bin 7,02) co-localizaron con QTL
reportados para TLL (Liu et al., 2010). Austin y Lee (1998) y Capelle et al. (2010) detectaron
QTL en el cromosoma 9 (bins 9,02-9,05) al igual que en este trabajo. Finalmente, para el
QTL consistente localizado en el cromosoma 10, Peng et al. (2011) detecté algunos QTL
para PG, volumen de grano y largo de grano en la misma region.

A partir de la revision de trabajos en los cuales se realizo mapeo de QTL y se
detectaron regiones que co-localizaron con los QTL detectados en este capitulo, se
observaron principalmente dos enfoques. Uno de los enfoques utilizado fue el de
componentes numéricos tanto para caracteres asociados al peso de grano (Guo et al., 2011,
Liu et al., 2011; Peng et al., 2011), como para caracteres asociados a la espiga(Austin and
Lee, 1996, 1998; Guo et al. 2011). Por otro lado, algunos trabajos evaluaron caracteres
aislados que no siempre estaban correlacionados y que no se enmarcaron dentro de un
modelo determinado (Schon et al., 1994; Ribaut et al. 1997; Melchinger et al. 1998). Esto
sugiere que existen regiones genémicas asociadas a la determinacion del peso del grano
que son estables a través de distintos fondos genéticos y/o ambientes evidenciando la
importancia de buscar genes candidatos que estén detras de la determinacién del caracter.
A su vez, el modelo propuesto en este capitulo no sirvi6 para diferenciarse de las
aproximaciones utilizadas en otros trabajos debido a que independientemente de la
aproximacion utilizada se detectaron QTL localizados en regiones similares. Sin embargo, el
enfoque aplicado en este capitulo permitié discriminar que procesos fisiolégicos estaban
afectando al peso de grano en las distintas regiones del genoma. Esto permite acotar la
busqueda de genes a aquellos que estén vinculados con el proceso fisioldgico en cuestion.

Los intervalos de marcadores para los QTL consistentes asociados con PG, TLL y
MCA en los cromosomas 1, 2, 5, 6, 7, 9 y 10 mostraron genes asociados a division y
diferenciacion celular. Los genes mas interesantes asociados a los caracteres de llenado de
granos fueron enzimas sacarosa y almidon sintasa (Prioul et al., 1994), transportadores de
azucares y proteinas (Patrick y Offler, 2001; Weber et al., 2005; Rosche et al., 2005),
expansinas (Crossgrove, 2005), proteinas VQ motif (Garcia et al., 2003; Wang et al., 2010),
factores de transcripcion NAC (Uuay et al., 2006), asociados a PYL8 (Guo et al., 2001b;
Santiago et al., 2009) y genes asociados a la via proteolitica ubiquitina-proteasoma (Moon et
al., 2004; Song et al., 2007).
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Las enzimas sacarosa y almidon sintasa fueron detectadas en los cromosomas 5 y
10, respectivamente, y estan implicadas en el desarrollo de asimilados necesarios durante el
llenado efectivo de los granos (Prioul et al., 1994). Los productos enzimaticos (i.e. sacarosa,
almidon, proteinas) son requeridos para el desarrollo del embrién y la deposicion de
compuestos de almacenamiento, llegando al grano en desarrollo a través de diferentes
transportadores de azucares y proteinas. Los genes que codificaron para los
transportadores de azucares MFS fueron observados en los cromosomas 1, 4, 7 y 9. Otro
transportador de azucar observado en el cromosoma 7 fue el “transportador de azucar 8.
Los transportadores de proteina identificados fueron el “SEC 20 y 31” en el cromosoma 5, el
“SEC61” en los cromosomas 1y 9, y el “SEC 62" en el cromosoma 6. Los transportadores
de azlcar y proteina juegan un papel clave en el control de los caracteres del llenado de
grano (Patrick y Offler, 2001; Weber et al., 2005; Rosche et al., 2005).

Las expansinas son proteinas no enzimaticas involucradas en el alargamiento de la
pared celular y la acumulaciéon de agua (Samperdro y Crossgrove, 2005). Las expansinas
identificadas fueron la “A-11” y la “A-23” en el cromosoma 4, y la “expansina-beta 8” en el
cromosoma 7. Debido a la conocida coordinacién entre la acumulacion de agua y biomasa
en los granos en desarrollo (Borrds y Gambin, 2010), la posible participacion de los genes
asociados a caracteres hidricos sobre el desarrollo del grano deben ser estudiados en
profundidad.

Otros genes asociados con funciones de crecimiento y diferenciacién celular en el
intervalo evaluado fueron las proteinas VQ motif. La VQ motif es una proteina esencial para
el funcionamiento del gen IKU 1 (Wang et al., 2010). IKU 1 es un gen que se expresa
durante el crecimiento temprano del endosperma afectando el tamafo final del grano
(Garcia et al., 2003). Wang et al. (2010) reporté una reduccion en el crecimiento del
endosperma y la produccion de granos en Arabidopsis thaliana cuando utilizé el mutante iku
1, mientras que la restauracion de la funcion del gen en el edosperma fue suficiente para
rescatar el tamafio de la semilla.

Los factores de transcripcion NAC pertenecen a una de las familias de factores de
transcripcidbn mas grandes del reino vegetal. Las proteinas NAC fueron encontradas en los
cromosomas 7y 9, y estan involucradas en la re movilizacion de nutrientes desde las hojas
a los granos en desarrollo (Uuay et al., 2006). Uuay et al. (2006) reportaron la presencia de
genes NAC asociados a senescencia acelerada e incremento en el contenido de proteina en
trigo. Los autores mostraron que las variedades modernas de trigo cuentan con el alelo no
funcional del gen NAC, retardando la senescencia y reduciendo el contenido de proteina en

el grano de trigo. Estos factores de transcripcion NAC afectaron el PGy la DLL.
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Los QTL consistentes para PG, DLL y TD en el cromosoma 5 mostraron la presencia
de algunos genes relacionados con hormonas. Dos genes resistentes a pyrabactinas 8
(PYL8) fueron destacados. Estos genes estan involucrados en la via de sefializacion del
ABA como hormonas receptoras (Santiago et al., 2009). Los genes PYL8 pertenecen a la
familia PYR/PYL (Guo et al., 2001b). Santiago et al. (2009) propusieron que la funcién de los
PYR/PYL es anular el bloqueo de la sefalizacion del ABA impuesto por la proteina A
fosfatasa 2CS (A PP2Cs), un regulador negativo de ABA, conduciendo a la respuesta del
ABA. Esta respuesta es regulada por genes que codifican para una proteina que contiene
repeticiones de tetracopeptidos, la cual fue encontrada en el mismo intervalo y esta
involucrada en la regulacién del desarrollo de la concentracion de humedad (Capelle et al.,
2010) y la muerte celular programada en el endosperma (Young y Gallie, 2000a, 2000b).

Ademas de los genes mencionados previamente para los QTL consistentes, fue de
particular interés el hecho de que ocho de los diez intervalos contuvieran genes involucrados
en la via proteolitica ubiquitina-proteasoma. Casi todos los intervalos contuvieron al menos
un gen que codifico para las proteinas RING (de su sigla en inglés “Really Interesting New
Gene”) con actividad ubiquitina-E3 ligasa, mientras que otros intervalos contuvieron genes
relacionados con el dominio F-box y el proteasoma 26-S, también involucrados en esta via.
La funcién general de esta via es conjugar ubiquitinas con residuos de Lys dentro de
sustratos proteicos que luego seran degradados en el proteasoma (Moon et al., 2004). Song
et al. (2007) caracterizaron un QTL que controlaba el ancho y el peso del grano de arroz que
codificaba una proteina del tipo RING con actividad ubiquitina-E3 ligasa. La pérdida de
funcion del QTL incremento la division celular y por ende el nimero de células resultando en
espiguillas mas anchas, una TLL mas alta y un incremento en el PG. Por lo tanto, estos
genes son de alta relevancia para el desarrollo del grano, y su presencia dentro de un QTL

es importante.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo han incrementado el conocimiento sobre las
bases genéticas de la determinacion del PG en maiz a través de la identificacion de QTL
asociados a procesos fisiolégicos que determinan este caracter complejo. La poblacion IBM
Syn4 mostré variabilidad significativa para todos los caracteres estudiados, y algunos QTL
fueron identificados para cada caracter fisiolégico, ayudando a establecer un vinculo entre
los procesos fisiologicos y las bases genéticas de la determinacién del PG en maiz. Los QTL
para TLL y MCA estuvieron frecuentemente asociados con QTL emergentes (PG),
agregando informacién genética relevante para la correlacion de estos caracteres.

Algunos de los QTL detectados fueron mencionados en la literatura, y una lista de
genes asociados a los QTL mas relevantes fue elaborada, y potenciales genes candidatos
para estos QTL discutidos. Algunos de estos genes estan asociados a un mecanismo
fisiolégico determinado, y son candidatos para futuras disecciones genéticas del PG en
maiz. La pregunta que surge a partir de estos resultados es si las regiones gendmicas
asociadas al MCA, la TLL y el PG detectadas en lineas endocriadas se heredan en hibridos
derivados. En otras palabras, si las lineas que presentan un alto PG producto de una alta
TLL generan hibridos con alto PG producto de una alta TLL.
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CAPITULO 1l

CORRELACION ENTRE LINEAS PARENTALES E HIBRIDOS DERIVADOS PARA
CARACTERES DE LLENADO DE GRANOS EN MAIZ.

Introduccién

El rendimiento en grano es considerado un caracter altamente complejo. Una
alternativa para simplificar esta complejidad es estudiar en forma individual los mecanismos
fisiolégicos relacionados con la determinacion de los componentes principales del
rendimiento, nimero de granos por unidad de superficie y el PG. Si bien el nimero de
granos es el componente que explica la mayor proporcion en la variacion del rendimiento,
ambos componentes afectan al rendimiento (Borras y Gambin, 2010). El PG individual varia
marcadamente entre genotipos de la misma especie creciendo en condiciones no limitantes.
Es un caracter que esta en gran parte determinado genéticamente (Reddy y Daynard, 1983),
y cuya variabilidad es alcanzada a través de distintas combinaciones de TLL y DLL.

Se ha observado variabilidad genética para los caracteres de llenado de grano en
lineas elite de programas de mejoramiento actuales y exéticas, y entre hibridos comerciales
de distintas regiones productivas (Cross, 1975; Wang et al., 1999; Gambin et al, 2007,
Borras et al., 2009). Gambin et al. (2007) caracterizaron 12 hibridos comerciales argentinos
y observaron que las diferencias en PG fueron consecuencia de diferentes combinaciones
de TLL y DLL. Resultados similares fueron obtenidos por Borras et al. (2009) cuando
caracterizaron 60 lineas endocriadas adaptadas a la regién central de EE.UU. Estos
estudios estuvieron principalmente enfocados en la diseccion de las bases genéticas de los
caracteres de llenado de grano. Lo que aun debe ser determinado es el valor de estudiar
caracteres de llenado en lineas o en hibridos. Estudios recientes sobre las bases genéticas
de los caracteres de llenado han sido conducidos sobre lineas recombinantes (Liu et al.,
2011; Li et al., 2012; Capitulo Il) sin considerar el valor que estos resultados pueden tener
sobre el desempefio del hibrido.

A los fines del mejoramiento del cultivo la evaluacion de caracteres en lineas tiene
poco valor si el desempefio de la linea parental no se correlaciona con el desempefio de su
hibrido derivado (Hallauer y Miranda, 1988). Cualquier informacion en lineas parentales que
sea indicativo del desempefio de los hibridos es altamente deseable. Esto ayuda a eliminar

la necesidad de realizar pruebas de cruzamientos y conducir experimentos extensos.
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Existen muchos de estos estudios para caracteres como rendimiento, altura de planta y
prolificidad, donde los resultados muestran bajas correlaciones entre lineas parentales e
hibridos derivados (ver Hallauer y Miranda, 1988). Estos resultados pueden ser explicados
por la alta plasticidad fenotipica de algunos de estos caracteres que es reflejada en su baja
heredabilidad (Sadras y Slafer, 2012). Por otro lado, se sabe que el PG y sus componentes
(TLL y DLL) muestran valores de heredabilidad intermedios a altos en lineas (Sadras, 2007,
Gambin y Borras, 2011; Capitulo II) siendo menores en los componentes fisiolégicos que en
el PG. Sin embargo, como el PG es el producto entre la TLL y la DLL es necesario realizar la
diseccion de este caracter para entender como la herencia de estos procesos fisiologicos
afecta al PG en un hibrido. De esta forma se podra diferenciar entre las porciones aditiva y
no aditiva de la variancia genética. Actualmente, las correlaciones entre el desempefio de
lineas parentales e hibridos derivados para caracteres de llenado de grano en maiz son
béasicamente desconocidas.

La determinacion del PG es generalmente descripta en términos de acumulacion de
materia seca y agua (Schnyder y Baum, 1992; Borras et al., 2003; Rondanini et al., 2007;
Bingham et al., 2007; Borrds y Gambin, 2010). El desarrollo del grano es generalmente
dividido en tres fases: la fase lag, el periodo de llenado efectivo y la fase de maduracién
(Bewely y Black, 1985). La fase lag comienza en la polinizacion y es un periodo de activa
divisién celular. Se caracteriza por incrementos en el contenido de agua con acumulacién de
biomasa casi nula. El periodo de llenado efectivo se caracteriza por una rapida acumulacion
de materia seca asociada a la deposicién de reservas. Durante este periodo, alrededor de la
mitad del llenado, los granos de maiz alcanzan el MCA (Borras et al., 2003). Después de
alcanzado el MCA, el agua es gradualmente reemplazada por la deposicion de materia
seca. La concentracion de humedad dentro de los granos va disminuyendo a medida que
transcurre el llenado de granos. La deposicion de materia seca dentro de los granos se
detiene a una concentracion determinada de humedad. Este momento es conocido como
madurez fisiologica, y es definido como el momento en el que el grano alcanza el peso
méximo (Shaw y Loomis, 1950). La fase de maduracién comienza en madurez fisioldgica,
mientras que los granos contindan perdiendo agua y entran en un periodo de quiescencia
(Bewely y Black, 1985).

Existe poca informacién disponible que involucre el desempefio de los cruzamientos
de prueba para PG y sus componentes fisiologicos determinantes. Cross (1975) y Wang et
al. (1999) condujeron cruzamientos dialélicos para analizar la TLL y la DLL en maiz y
reportaron efectos aditivos para ambos caracteres. Comparando cuatro lineas y sus hibridos

derivados en combinaciones reciprocas, Poneleit y Egli (1979, 1983) también reportaron
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efectos aditivos, ademas de efectos heteréticos cominmente observados en hibridos.
Técnicas de seleccion que utilizan la variacion genética asociada a la componente aditiva
podrian ser utilizadas para modificar la DLL y la TLL permitiendo aprovechar la informacion
generada en el capitulo Il sobre lineas a partir de la deteccion de QTL para estos caracteres
fenotipicos. Sin embargo, informacién sobre la correlacion entre el valor promedio de lineas

parentales y sus hibridos derivados para caracteres de llenado de grano es necesaria.

Hipotesis

e El comportamiento de las lineas parentales se transmite a sus hibridos derivados
para caracteres de llenado.

Objetivo especifico

e El objetivo de este trabajo fue evaluar la correlacién entre el desempefio de las
lineas parentales y de sus hibridos derivados para caracteres de llenado de grano

en maiz.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Se llevaron a cabo tres experimentos que presentaron distintos sets de genotipos
provenientes de germoplasma actual utilizado para el mejoramiento genético del maiz. En el
experimento 1(Exp. 1) diez lineas endocriadas propiedad de SyngentaSeeds Inc.,
codificadas como L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9y T1, y nueve hibridos simples fueron
evaluadas. Los cruzamientos fueron realizados cruzando la linea polinizadora o0 macho (T1)
con las nueve lineas restantes (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9) como hembras.

En el experimento 2 (Exp. 2) se evaluaron nueve lineas registradas por empresas y
con sus patentes vencidas, cominmente denominadas ex-PVP en Estados Unidos (USDA-
ARS NationalGeneticResourcesProgram), dos lineas endocriadas propiedad de Nidera S.A.
y 18 hibridos simples. Las nueve lineas ex-PVP PHM10, PHH93, LH150, PHK29, PHN29,
PHP02, PHK42, ML606 y WIL901 fueron cruzadas con las dos lineas macho propiedad de
Nidera S.A. (codificadas como T2 y T3) para desarrollar los 18 hibridos simples.

El experimento 3 (Exp. 3) consistid en evaluar cuatro lineas endocriadas y cuatro
hibridos derivados. Las lineas parentales todas propiedad de Nidera S.A. Se evaluaron las
dos lineas utilizadas como hembras (codificadas como L10 y L11), las otras dos como
machos (T4 y T5), y los cuatro hibridos derivados (T4 x L10 es Ax889Mg; T4 x L11 es
Ax882Mg; T5 x L10 es Ax675Mg; T5 x L11 es Ax820Mg). Excepto por Ax675Mg, el resto de

los hibridos han sido productos comerciales disponibles en Argentina.

Experimentos a campo

El Exp. 1 fue conducido en el campo experimental de SyngentaSeeds Inc. en Slater,
lowa, durante el 2008. El disefio experimental utilizado fue en bloques completos al azar con
tres repeticiones. La fecha de siembra fue el 6 de mayo de 2008. Se utiliz6 una densidad de
plantas de 8 plantas m™. Inicialmente las parcelas fueron sembradas al doble de la densidad
objetivo y alrededor de V2-V3 se ralearon a la densidad objetivo. Las parcelas fueron de tres
y cuatro surcos para lineas e hibridos, respectivamente, de seis metros de largo y
distanciados a 0,76 metros.

El Exp. 2 fue conducido durante la campafia 2011/2012 en el Campo Experimental
Villarino, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Rosario, en Zavalla,

Provincia de Santa Fe, Argentina. El disefio experimental utilizado fue en bloques completos
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al azar con tres repeticiones. El experimento fue sembrado el 17 de octubre de 2011. Se
utilizé una densidad de 7 plantas m™. Inicialmente, las parcelas fueron sembradas al doble
de la densidad objetivo y alrededor de V2-V3 se ralearon a la densidad deseada. Las
parcelas fueron de tres surcos de seis metros de largo y distanciados a 0,52 metros.

El Exp. 3 fue conducido en el campo experimental de Nidera S.A., en Venado Tuerto,
Provincia de Santa Fe, Argentina, durante la campafia 2003/2004. El disefio experimental
utilizado fue en bloques completos al azar con tres repeticiones. La siembra se realiz6 el 30
de octubre de 2003 con una densidad de 9 plantas m™. Inicialmente, las parcelas fueron
sembradas al doble de la densidad objetivo y alrededor de V2-V3 se ralearon a la densidad
deseada. Las parcelas fueron de cinco surcos de seis metros de largo y distanciados a 0,52
metros.

Los experimentos fueron conducidos bajo riego y fertilizacién. En el Exp. 2 se
aplicaron 150 mm de agua con un sistema de riego por aspersién durante floracién y
principios del llenado de granos. En el Exp. 3 un total de 200 mm de agua fueron aplicados
con un sistema de riego por aspersion a lo largo de la estacién de crecimiento. El objetivo de
estas practicas fue reducir eventos de estrés para que el cultivo se desarrolle normalmente.
En todos los experimentos se controlaron plagas, enfermedades y malezas a través de
aplicaciones de insecticidas, fungicidas y herbicidas recomendados para maiz. A su vez, las

malezas también fueron removidas manualmente cuando fue necesario.

Mediciones fenotipicas

En cada experimento, la materia seca y el contenido de agua en grano fueron
medidos a lo largo del desarrollo del mismo comenzando 15 dias después de que el 50% de
las plantas de la parcela alcancen el estado de antesis y finalizando en madurez de cosecha
(15% de humedad en grano), siguiendo el procedimiento descripto en Borras et al. (2003).
Brevemente, una planta por parcela fue muestreada cada cuatro o cinco dias entre las 07:00
y las 10:00 am. La espiga junto con sus chalas fue inmediatamente guardada en una bolsa
plastica herméticamente cerrada y luego transportada al laboratorio. Se muestrearon 10
granos entre las posiciones 10 a 15 contando desde la base de la espiga dentro de una caja
huimeda. Una vez muestreados los 10 granos, se midié el peso fresco de la muestra y luego
de secar las muestras en estufa a 70°C durante 96 horas se midi6 el peso seco. De la
diferencia entre el peso fresco y el peso se obtuvo el contenido de agua de los granos.

La TLL y la DLL fueron determinadas para combinacion de genotipo x repeticion

ajustando un modelo bi-lineal siguiendo la metodologia de Borras et al. (2009):
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PG=a+bTT paraTT <c (1)
PG=a+bc para TT >C (2

donde TT es el tiempo térmico después de polinizacion (°C dia), a es la intercepta(°C dia), b
es la TLL durante el llenado efectivo de los granos (mg °C dia™), y ¢ es la DLL (°C dia) (Fig.
[l. 1A). Las unidades térmicas fueron calculadas usando O °C como temperatura base
(Muchow, 1990; Borras et al., 2009).La temperatura media diaria fue registrada en una
estacion climatica ubicada aproximadamente a 150 m del experimento.

El MCA fue determinado para cada combinacién de genotipo X repeticion ajustando

un modelo curvilineal como en Borras et al. (2009):

CA=d+eTT+fTT* +g TT? (3)

donde CA es el contenido de agua en el grano y d, e, fy g son los parametros del modelo.
La HMF fue determinada usando un modelo bilineal relacionando el PG con el

contenido de humedad del grano siguiendo a Borras et al. (2009):

PG=h-iMC para CH = j 4)
PG=h-iMC para CH <j (5)

donde CH es la concentracién de humedad del grano (%), h es la intercepta (mg grano™), i
es la tasa de caida en la CH del grano durante el llenado (mg grano™ [%]™), y j es la HMF
(%). Este modelo fue ajustado para cada combinacién de genotipo x repeticion.

La TD fue determinada usando un modelo de regresion lineal ajustado para cada
combinacién de genotipo x repeticion relacionando la concentracién de humedad y el tiempo

térmico desde polinizacion hasta madurez fisiologica:

CH=Kk+ITT (6)

donde CH es la concentracion de humedad en el grano (g kg™), k es la intercepta (g kg™), y |
es la TD (g kg'°C dia™) (Fig. 11.1B).

Todas las curvas explicadas anteriormente fueron ajustadas usando la técnica de
optimizacion por iteraciones para cada combinacion de genotipo X repeticién a través del
GraphPad Prism Demo v5.0 (Raduschev, 2007).
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A pesar de que la influencia materna en el crecimiento del grano ha mostrado ser
mas importante que los efectos no maternos o xenia (Poneleit y Egli, 1983; Jones et al.,
1996) los muestreos se realizaron en el surco central para minimizar el cruzamiento entre

lineas a través del polen.

Analisis estadistico

Cada experimento fue analizado en forma individual. Se utilizé un analisis de
variancia (ANOVA) para cada caracter usando el PROC GLM de SAS® (SAS Institute, 1999).
En cada experimento, las lineas parentales y los hibridos derivados fueron evaluados en

forma conjunta a través del siguiente modelo lineal:

Yik =M+ ai + B+ v(B) + & (7)

dondeYy es el valor observado del caracter del genotipo kth del tipo jth en el bloque ith, u la
media general, ael efecto bloque, B; el efecto tipo (lineas parentales o hibridos derivados),
y(B)el efecto del genotipo kth anidado dentro del tipo jth y & es el efecto residual. Para
todos los genotipos, se calcularon medias corregidas.

Para los hibridos derivados de los Exps. 2 y 3, el efecto hibrido fue particionado en

diferentes fuentes de variacion. El modelo lineal para el analisis estadistico fue:

Yik =M+ ai + B + VitBYix + ik (8)

donde Yj,es el valor observado del caracter de la linea hembra jth con la linea macho kth en
el blogue ith, pes la media general, a; el efecto bloque, B; el efecto de la linea hembra o
aptitud combinatoria general de la hembra (ACG), yx el efecto de la linea macho o aptitud
combinatoria general del macho (ACG), By la interaccion entre la hembra y el macho o la
aptitud combinatoria especifica del cruzamiento jkth (ACE), y gjes el efecto residual.

La heterosis parental media (HPM) fue calculada como la superioridad del hibrido

derivado con respecto al promedio de sus parentales (Munaro et al., 2011):

HPM = ([MHD — PP) / PP] x 100 9)

donde MHD es la media del hibrido derivado, y PP es el valor promedio de los parentales.

La significancia de los valores de heterosis para cada caracter en cada experimento
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individual y en todos los experimentos en forma conjunta fue evaluada a través de una

prueba t:

t = (Xwp — Xpp) / [EE (Xmrp - Xwp)] (10)

donde Xwpn €s el promedio de todos los hibridos, Xypr es el promedio de las lineas
parentales, y EE es el error estandar de la diferencia entre promedios.

Los analisis de correlacion fueron realizados comparando el promedio de las dos
lineas parentales con su hibrido derivado para cada caracter. Se utilizé el coeficiente de
correlacion de Pearson “r” para establecer el grado de asociacion entre el desempefo de los
parentales y el desempefio de su hibrido derivado para cada caracter.

En cada experimento, la heredabilidad en sentido amplio para cada caracter se
calculé en base media siguiendo a Holland et al. (1998, 2003). Debido al tamafio muestral
pequefo (s6lo 8 genotipos) el célculo de heredabilidad no se realizé en el Exp. 3. En los
Exps. 1 y 2 se estimaron los componentes de la variancia a través del método de maxima
verosimilitud restringida utilizando el procedimiento PROC MIXED de SAS® (SAS Institute,
1999), donde los efectos correspondientes al bloque y al genotipo fueron considerados
como aleatorios con distribucion normal independiente, media cero y una matriz de
variancia-covariancia no estructurada. El efecto tipo (promedio de los parentales o hibridos
derivados) fue considerado como fijo de acuerdo con Mohring et al. (2011). Los errores
estandar aproximados de la heredabilidad fueron obtenidos por medio del método delta
(Lynch and Walsh, 1997).
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Resultados

Variabilidad fenotipica

Experimento 1

La variacion dentro de cada tipo (lineas parentales o hibridos derivados) fue
significativa para todos los caracteres evaluados (p<0,05; Tabla I1ll.1). EI PG fue
significativamente (p<0,01) menor en las lineas parentales que en los hibridos derivados,
que fueron desde 192 a 294 mg grano™entre las lineas parentales, y desde 258 a 317 mg
grano™ entre los hibridos derivados. La linea parental utilizada como macho (T1) mostrd un
PG levemente por encima de la media (263 mg grano™; Tabla 11l.1) cuando se lo comparé
con el resto de las lineas.

Los dos componentes del PG, TLL y DLL, mostraron diferencias significativas dentro
de cada tipo (Tabla Ill.1). La TLL de los hibridos fue similar a la TLL de las lineas parentales
(p>0,05), mostrando valores desde 0,295 a 0,444 mg °C dia™ para todos los genotipos. La
linea macho (T1) mostré una TLL cercana a la TLL promedio (0,333 mg °C dia™) cuando se
la comparoé con el resto de las lineas hembras. Para el caracter DLL se observaron amplias
diferencias entre lineas parentales y también entre hibridos derivados (Tabla Ill.1), donde los
hibridos mostraron una DLL significativamente mas larga que las lineas parentales (p<0,05).
Las largas DLL observadas en los hibridos estuvieron probablemente asociadas con la
mayor DLL que mostré la linea macho con respecto a las lineas hembra (Tabla I11.1).

Cuando se analizaron los caracteres hidricos del llenado de grano, las lineas
parentales mostraron un menor MCA (p<0,01), una mayor TD (p<0,01) y un valor de HMF
similar (p>0,05) al de los hibridos. El MCA fue desde 148 a 230 mg grano™ y de 197 a 255
mg grano™ para lineas parentales e hibridos derivados, respectivamente. La linea macho
mostré un MCA levemente mayor que el MCA promedio de las lineas hembra. La TD mostré
valores entre 0,535 a 0,677 g kg™°C dia® y de 0,492 a 0,625 g kg'°C dia® para lineas
parentales e hibridos derivados, respectivamente. La menor TD observada en los hibridos
derivados respecto de sus lineas parentales estuvo relacionada con la mayor DLL. Ademas,
la linea macho (T1) mostré la TD mas baja entre las lineas parentales en consonancia con la

DLL mas larga.

Tabla Ill.1: Peso de grano, tasa de llenado, duracion de llenado, maximo contenido de agua, tasa de
desecacion y humedad a madurez fisiolégica de diez lineas parentales y sus nueve hibridos

derivados (Exp. 1).
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Maximo Humedad a

Ti . Peso de Tasa de Duracion : Tasade
ipo Genotipo contenido de ! madurez
grano llenado de llenado desecacion RN
agua fisiol6gica
mg grano mg °Cdia™ °Cdia mg grano™ g kg™ °Cdia™ %
Lineas L1 244 0,368 936 180 0,640 36,9
L2 294 0,444 915 230 0,677 39,6
L3 205 0,316 874 170 0,592 36,0
L4 234 0,359 909 178 0,675 36,3
L5 219 0,333 878 193 0,673 41,5
L6 192 0,295 879 148 0,671 38,9
L7 246 0,328 960 200 0,669 37,0
L8 252 0,334 1003 152 0,597 32,2
L9 273 0,346 1023 228 0,555 38,4
T1 263 0,333 1047 203 0,535 36,2
Hibridos L1xT1 258 0,358 974 228 0,567 42,4
L2xT1 317 0,404 1040 237 0,625 37,8
L3xT1 272 0,345 1030 202 0,623 37,7
L4xT1 270 0,370 977 232 0,579 36,1
L5xT1 278 0,373 990 230 0,515 34,7
L6 xT1 260 0,314 1047 197 0,562 36,3
L7 x T1 287 0,385 1000 211 0,557 34,0
L8 x T1 275 0,330 1068 204 0,549 35,7
L9x T1 316 0,326 1167 255 0,492 33,2
Promedio lineas 240 0,347 931 187 0,639 37,4
Promedio hibrido 281 0,356 1033 222 0,563 36,4
Tipo ok (18) T ns **%(99) **%(11) ***(0,078) ns
Genotipo (Tipo) % (11) **%(0,029) **(58) *** (6) ** (0,046) *xk (2)

ns= no significativo, p>0.05

*, Significativo para p<0.05.
** Significativo para p <0.01.
*** - Significativo para p<0.001.
Tvalores de LSD para p<0.05.

La HMF no difiri6 entre lineas parentales e hibridos derivados, pero si existieron
diferencias para este caracter cuando se compararon los genotipos dentro de cada tipo
(Tabla I1.1). El rango explorado de HMF fue de 32 a 42 % (Tabla 11l.1). La linea macho (T1)

mostré un valor de HMF similar al valor promedio de las lineas hembra (36.2 %).
Experimento 2

Los resultados del Exp. 2 mostraron amplias diferencias entre genotipos dentro de

cada tipo para todos los caracteres de llenado de grano evaluados, al igual que en el Exp. 1.
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En el Exp. 2 el PG fue significativamente mayor en los hibridos que en las lineas parentales
(p<0,01), con rangos explorados de 229 a 314 mg grano™ (Tabla 111.2).

Ambos componentes del PG, TLL y DLL, mostraron diferencias significativas entre
lineas parentales e hibridos derivados (p<0,01; Tabla I1l.2). La TLL de las lineas parentales
fue similar a la de los hibridos, con valores entre 0,294 y 0,364 mg °C dia™. Ambas lineas
macho (T2 y T3) mostraron TLL intermedias con respecto a las lineas hembra. Por otro lado,
los hibridos mostraron DLL mas largas que las lineas parentales (p<0,01), que fueron desde
1086 a 1322 °C dia para los hibridos y de 928 a 1277 °C dia para las lineas parentales
(Tabla 111.2). Las dos lineas macho mostraron DLL mas largas que el promedio de lineas
hembra (Tabla 111.2).
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Tabla Ill.2: Peso de grano, tasa de llenado, duracién de llenado, maximo contenido de agua, tasa de

desecacion y humedad a madurez fisiologica de 11 lineas parentales y 18 hibridos derivados (Exp. 2).

p . Méaximo Humedad a
. . eso de Tasade Duracion . Tasa de
Tipo Genotipo contenido de ! madurez
grano llenado de llenado desecacion R
agua fisiolégica
mg grano”™  mg °Cdia” °Cdia mg grano™ g kg ' °Cdia™ %
Lineas PHM10 235 0,356 945 191 0,752 37,5
PHH93 239 0,332 981 195 0,675 38,2
LH150 306 0,314 1277 195 0,571 32,2
PHK29 241 0,327 1060 199 0,579 35,9
PHN29 251 0,340 1045 200 0,671 37,7
PHPO2 231 0,364 928 197 0,762 40,0
PHK42 229 0,328 962 188 0,758 37,3
ML606 238 0,270 1170 157 0,588 28,6
WIL901 244 0,363 998 213 0,655 43,0
T2 251 0,249 1224 174 0,541 31,7
T3 262 0,301 1146 141 0,511 29,1
Hibridos PHM10 x T2 286 0,347 1107 209 0,608 32,8
PHM10 x T3 285 0,310 1194 179 0,583 26,2
PHH93 x T2 301 0,330 1197 214 0,595 32,5
PHH93 x T3 279 0,344 1086 179 0,637 30,8
LH150 x T2 301 0,322 1235 224 0,511 32,7
LH150 x T3 286 0,275 1322 159 0,445 27,2
PHK29 x T2 276 0,310 1197 198 0,577 30,7
PHK29 x T3 281 0,318 1178 173 0,526 30,8
PHN29 x T2 300 0,348 1169 221 0,611 34,6
PHN29 x T3 297 0,348 1152 183 0,583 28,9
PHPO2 x T2 293 0,356 1136 221 0,608 36,1
PHPO0O2 x T3 314 0,335 1200 205 0,572 29,2
PHK42 x T2 301 0,348 1156 220 0,575 33,8
PHK42 x T3 292 0,355 1088 195 0,582 32,3
ML606 x T2 292 0,304 1244 186 0,527 28,9
ML606 x T3 262 0,290 1171 157 0,467 19,7
WIL901 x T2 298 0,296 1304 189 0,523 29,3
WIL901 x T3 308 0,340 1199 189 0,551 32,2
Promedio lineas 246 0,333 1041 193 0,668 36,7
Promedio hibridos 292 0,326 1185 195 0,560 30,5
Tipo **%(24) T ns **%(116) **(15) ***(0,070) ***%(6)
Genotipo (Tipo) *xx(14) **%(0,024) ***(67) **%(Q) **%(0,039) **%(3)
Lineas hembra'™ ***(22) ***%(0,037) **(88) *x%(14) **%(0,056) **(4)
Lineas macho ns ns ns ***(27) *(0,108) ***(10)
Hembra x Macho *(5) ns ns *x*(14) ns ns

ns= no significativa, p>0,05
*, Significativo para p<0,05.
**_Significativo para p <0,01.

**x Significativo para p<0,001.
Tvalores de LSD para p<0,05.

especifica (ACE), respectivamente. Ver materiales y métodos para mas detalles.

T Los efectos de la linea hembra, la linea macho y la interaccion hembra x macho representan aptitud

combinatoria general (ACG) para las lineas hembras, ACG para las lineas macho y aptitud combinatoria
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Cuando se analizaron los caracteres hidricos del llenado de grano, las lineas
parentales mostraron un menor MCA (p<0,01), una mayor TD (p<0,01) y mayor HMF
(p<0,01) comparado con los hibridos. Se observaron diferencias significativas en el MCA
alcanzado a mitad del llenado, con valores desde 141 a 213 mg grano™ y de 157 a 224 mg
grano™ para las lineas parentales y los hibridos derivados, respectivamente. Las lineas
macho mostraron MCA levemente menores que el MCA promedio de las lineas hembra
(Tabla 111.2). La TD fue desde 0,445 a 0,611 g kg™'°C dia™ en los hibridos derivados y desde
0,511 a 0,761 g kg'°C dia™ en las lineas parentales. La menor TD observada en los hibridos
estuvo asociada con la mayor DLL de los mismos. Las lineas macho (T2 y T3) mostraron TD
levemente menores, en consonancia con su mayor DLL, que las lineas hembra (Tabla [1.2).

La HMF fue mayor en las lineas parentales que en los hibridos derivados, en
consonancia con su DLL mas corta (Tabla I1l.2). Las lineas macho mostraron valores de
HMF levemente menores que el promedio de las lineas hembra. Las lineas parentales
exploraron un rango de variacion desde 29 a 43 %, mientras que el de los hibridos derivados
fue desde 26 a 36 % (Tabla 1l1.2).

Debido a que en el Exp. 2 se utilizaron dos lineas macho, el desempefio de los
hibridos se pudo particionar en distintas fuentes de variacion (hembra, macho y hembra x
macho). La contribucién de las lineas parentales sobre el desempefio de su hibrido derivado
fue detectada con la porcién aditiva (ACG) de la variancia genética. La interaccion hembra x
macho fue detectada a través de la porciéon no aditiva (ACE) de la variancia genética. Se
detectdé un efecto hembra significativo en todos los caracteres evaluados (p<0,01; Tabla
[11.2), donde algunos lineas contribuyeron al aumento del PG a través de distintas
combinaciones de TLL y DLL. Se detect6 un efecto macho en todos los caracteres hidricos
del llenado de grano, como MCA, HMF y TD (p<0,05; Tabla 111.2), asociado a genes con
efectos aditivos. La linea T3 contribuy6 incrementando el valor de los caracteres en los
hibridos evaluados, mientras que la linea T2 contribuyé con reducciones en los valores
promedio de estos caracteres. Dentro de la porcion no aditiva de la variancia genética (ACE)
se detectaron diferencias significativas para PG (p<0,05) y MCA (p<0,001) entre las distintas
combinaciones de macho x hembra. Estos resultados indican la presencia de genes con
efectos tanto aditivos como no aditivos responsables de la variabilidad genética entre los
distintos hibridos para PG y MCA. Para TLL, DLL, HMF y TD la variabilidad genética estuvo

solamente relacionada con genes de efectos aditivos.

Experimento 3
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En el Exp. 3 so6lo se midieron caracteres fenotipicos asociados a la acumulacion de
materia seca. Los resultados mostraron diferencias significativas entre genotipos (p<0,01),
excepto para la DLL (Tabla Ill1.3).

Tabla IIl.3: Peso de grano, tasa de llenado y duracién de llenado, medidos en cuatro lineas

parentales y sus cuatro hibridos derivados (Exp. 3).

Ti Genotipo Peso de Tasade Duracién de
Ipo P grano llenado llenado
mggrano’  mg°Cdia™ °Cdfa
Lineas L10 300 0,410 1101
L11 308 0,373 1128
T4 259 0,355 1046
T5 261 0,331 1093
Hibrido L10 x T4 (Ax889Mg) 352 0,412 1160
L10 x T5 (Ax675Mg) 381 0,412 1235
L11 x T4 (Ax882Mg) 308 0,358 1158
L11 x TS5 (Ax820Mg) 331 0,347 1247
Tipo *+%(70) ns *%(228)
Genotipos (Tipo) **(21) **%(0,019) ns
Lineas hembra'™ *(78) **(0,040) ns
Lineas macho ns ns ns
Hembra x macho ns ns ns

ns= no significativo, p>0,05

*, Significativo para p<0,05.

**Significativo para p <0,01.

**x Significativo para p<0,001.

Tyvalores de LSD para p<0,05.

™ Los efectos de la linea hembra, la linea macho y la interaccién hembra x macho representan aptitud
combinatoria general (ACG) para las lineas hembras, ACG para las lineas macho y aptitud combinatoria

especifica (ACE), respectivamente. Ver materiales y métodos para mas detalles.

Las lineas parentales mostraron PG significativamente menores que sus hibridos
derivados (Tabla 111.3). Esta diferencia en PG estuvo relacionada a una DLL més larga en los
hibridos, sin observarse diferencias en la TLL (Tabla 111.3).

Al igual que en el Exp. 2, el desempefio de los hibridos fue particionado en relacion a
la porcidn de la variancia genética asociada a las lineas parentales (ACG) y a la porcién no
aditiva de la variancia genética asociada a la interaccion macho x hembra (ACE). Los
caracteres no mostraron ACE significativa (p>0,05), mientras que la ACG fue significativa
para el PG (p<0,05) y TLL (p<0,001; Tabla Ill.3). Esto sugiere que los genes con efectos

aditivos fueron responsables de la variabilidad genética de los caracteres.
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Heterosis

El PG fue significativamente mayor en los hibridos derivados que en las lineas
parentales independientemente del experimento (Tabla 1ll.4), mostrando una HMP de 11,9,
16,4 y 21,8 % para los Exps. 1, 2 y 3, respectivamente. Cuando se disect6é el PG en sus
componentes fisiolégicos, el Exp. 2 mostré que el mayor PG relativo de los hibridos con
respecto a sus parentales estuvo asociado a heterosis para todos los caracteres evaluados
(Tabla 11l.4). En el Exp. 1, los hibridos mostraron un PG mayor que las lineas parentales
asociado a heterosis para MCA (p<0,01), mientras que en el Exp. 3 la HMP para PG estuvo
relacionada a heterosis para DLL (p<0,01; Tabla lIl.4).

Cuando se analizaron los tres experimentos en conjunto todos los caracteres
evaluados mostraron una HMP significativa (p<0,01; Tabla I1ll.4), donde los hibridos
derivados mostraron mayores valores de PG, TLL, DLL y MCA, y menores valores de TD y
HMF que sus lineas parentales (Tabla 111.5). Los hibridos que mostraron los PG mas altos
derivaron de las lineas parentales con los PG mas altos, y lo mismo ocurrié para la TLL,
DLL, MCA, TD y HMF.

Las estimaciones de heredabilidad para cada caracter en cada experimento se
presentan en la tabla Ill.5. Los caracteres con los mayores valores de heredabilidad a través
de los experimentos fueron el MCA (0,94) y la HMF (0,78). El resto de los caracteres mostro
valores mas bajos y similares entre si (PG: 0,73; TD: 0,73; TLL: 0,70; DLL: 0,63).

56



Tabla lll.4; Heterosis parental media (HPM, %) en base a los valores promedio de los parentales para
peso de grano (PG), tasa de llenado (TLL), duracién de llenado (DLL), maximo contenido de agua

(MCA), tasa de desecacion (TD) y humedad a madurez fisiolégica (HMF) en los tres experimentos.

Promedio Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
Caracter HPM Rango HSM ngM HIE’)M
%

PG 15,8%** 0,7to 36,1 11,9** 16,4%** 21,8*

TLL 6,4* -10,6 to 20,6 4.8 ns 7,7 3,9ns

DLL 6,4** -1,8t0 17,4 4,4 ns 6,6** 9,8**
MCA 11,2%** -5,3t0 21,8 13,9** 11,0** -
TD -4,8%* -17,7t0 10,5 -4,0 ns -6,2* -
HMF -6,3* -31,8t0 16,0 -0,9 ns -9,3** -

ns=no significativo, p>0,05

*, Significativo para p<0,05.
**Significativo para p <0,01.
*** - Significativo para p<0,001.

Tabla 111.5: Coeficientes de correlacion de Pearson (r) para el desempefio promedio de las lineas
parentales y el de los hibridos derivados, y valores de heredabilidad para peso de grano (PG), tasa de
llenado de grano (TLL), duracién de llenado de grano (DLL), maximo contenido de agua (MCA), tasa
de desecacion (TD), y humedad a madurez fisiolégica (HMF). El desempefio promedio de las lineas
parentales fue calculado como el promedio del desempefio de la linea hembra y la linea macho para
el caracter de interés. Se listan los valores de heredabilidad para los Exps. 1 y 2 junto con sus

respectivos errores estandar.

.. 2
Caracter Sgg‘;ﬁi‘g: n  Significancia progedio Exp.1H*>  Exp.2H’
PG 0,63 31 p<0,001 0,73 0,90+0,03 0,57+0,07
TLL 0,71 31 p<0,001 0,70 0,74+0,10 0,67+0,07
DLL 0,81 31 p<0,001 0,63 0,60+0,09 0,67+0,06
MCA 0,83 27 p<0,001 0,94 0,96+0,01 0,92+0,02
TD 0,61 27 p<0,001 0,73 0,79+0,07 0,68+0,06
HMF 0,71 27 p<0,001 0,78 0,72+0,08 0,84+0,03

H?: heredabilidad en sentido amplio
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Discusién

En este estudio se llevaron a cabo tres experimentos en diferentes ambientes
usando distinto germoplasma para analizar la correlacion entre el desempefio de lineas
parentales e hibridos derivados para los caracteres de llenado de grano. Considerando las
limitaciones experimentales de este trabajo, tales como el reducido tamafio del set de
genotipos evaluados (pocas lineas macho y/o pocos hibridos), y la falta de replicaciones de
cada experimento en ambientes diferentes, es posible que exista un sesgo en las
estimaciones de la ACG, la ACE y la heredabilidad. Sin embargo, los resultados fueron
consistentes a través de los experimentos, y el analisis de correlacion en el cual se analizan
los caracteres de todos los experimentos en conjunto mostré resultados significativos.

En el capitulo Il observamos que las regiones gendémicas asociadas al peso del
grano co-localizaban con aquellas que determinaban la tasa de llenado y el maximo
contenido hidrico del grano. Sin embargo, estos resultados corresponden a lineas
endocriadas y no a hibridos que son el producto final. Para responder esta pregunta
comparamos el comportamiento de lineas parentales con sus hibridos derivados para los
caracteres de llenado de grano. Los estudios de correlacion entre el desempefio del
promedio de los parentales y el de sus hibridos derivados representa informacioén util para el
mejoramiento. Estos ayudan a determinar protocolos de fenotipado para los caracteres de
interés y la necesidad de realizar cruzamientos para la conduccion de extensos ensayos de
hibridos simples en caso de que exista la necesidad de hacer evaluaciones en hibridos
(Hallauery Miranda, 1988). Las correlaciones positivas observadas entre las lineas
parentales y los hibridos para los caracteres de llenado agregan informacién relevante
debido a que el desempefio de estos caracteres en lineas parentales es indicativo del
desempefio que tendra el hibrido derivado. Por lo tanto, la seleccion de lineas parentales
gue muestran un buen desempefio para los caracteres deseables del llenado de grano o la
conduccién de estudios de deteccion de loci de caracteres cuantitativos para estos
caracteres utilizando lineas (Liu et al., 2011; Li et al., 2012; Capitulo Il) son relevantes para
el mejoramiento del maiz.

Desde el punto de vista genético, la correlacion positiva entre lineas e hibridos para
caracteres de llenado podria indicar que existe una gran proporcioén de accion génica aditiva
afectando el desempefio de los hibridos (Rojas y Sprague, 1952). Los efectos aditivos
representan la porcion predecible del efecto genético y por lo tanto son de interés para los
mejoradores. En este sentido, de los caracteres de llenado evaluados en este estudio, el PG

y la TLL mostraron la accion génica aditiva mas alta afectando el desempefio de los
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hibridos. Delucchi et al. (2012) mostraron que la variabilidad genética del PG estuvo
asociada a efectos genéticos aditivos, apoyando resultados de trabajos previos (Cross,
1975; Poneleit y Egli, 1983; Wang et al., 1999). Estos estudios resaltan la importancia de la
contribucion aditiva de los genes que determinan la DLL y la TLL en hibridos. Ademas, estas
evidencias previas son apoyadas por las altas correlaciones entre las lineas parentales y los
hibridos derivados observados en este trabajo.

Es aceptado que la accion génica aditiva tuvo un papel preponderante en el
mejoramiento del desempefio de los hibridos actuales (Duvick et al., 2004). Sin embargo, la
prediccion de la relacién entre el desempefio de las lineas parentales y el de sus hibridos
derivados aun representa un desafio (Hallauer y Miranda, 1988). Por ejemplo, Gama y
Hallauer (1977) evaluaron ocho caracteres de planta y espiga en 160 lineas parentales y
320 hibridos derivados. Los autores concluyeron que los caracteres medidos en lineas
parentales no son indicativos del desempefio del hibrido derivado debido a los bajos
coeficientes de correlacion (r = 0,09 — 0,39).Estas bajas correlaciones podrian estar
relacionadas con una alta modulacién ambiental de los caracteres evaluados y por lo tanto
una baja heredabilidad. En este trabajo se observé que el PG y la mayoria de los caracteres
de llenado de grano presentaron altos valores de heredabilidad (Tabla 4), al igual que lo
observado en sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] (Gambin y Borras, 2011). Al igual que
en sorgo y en el Capitulo Il para maiz la heredabilidad del PG fue mayor que para sus
componentes fisiolégicos demostrando que la diseccion de un caracter en otros genética y
fisiologicamente mas simples no siempre aumenta la heredabilidad. Esto sugiere que
existen excepciones a lo propuesto por Tardieu y Tuberosa (2010) quienes sostienen que la
disecciébn de un caracter complejo tiene como resultado caracteres mas simples y
heredables. Sin embargo, las estimaciones de heredabilidad de este trabajo deben ser
tomadas con precaucion debido a las limitaciones experimentales mencionadas
anteriormente. Las estimaciones de heredabilidad para caracteres asociados a la
determinaciéon del PG muestra valores mas altos que para caracteres asociados a la
determinacioén del nimero de granos y el crecimiento de planta (Sadras y Slafer, 2012). En
floracion, las plantas ajustan el nimero de granos a fijar de acuerdo al ambiente de
crecimiento, minimizando la variabilidad en el tamafio del grano (Sadras, 2007; Gambin y
Borras, 2010). Como tal, no es de extrafiar que los caracteres del llenado de grano muestren
altas correlaciones entre lineas parentales e hibridos derivados.

La heterosis, que es la diferencia entre el desempefio de los hibridos y sus lineas
parentales, es también un componente importante del efecto genético. Los resultados de

este trabajo mostraron heterosis para PG, en consonancia con otros estudios (Poneleit y
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Egli, 1979, 1983; Munaro et al., 2011). Cuando se analizaron los caracteres de llenado de
grano, los mayores PG en hibridos con respecto a sus lineas parentales estuvieron
principalmente relacionados con una mayor DLL, la cual a su vez estuvo asociada con una
menor TD. La heterosis para DLL ha sido reportada previamente (Daynard et al., 1971;
Poneleit y Egli, 1979), y los autores sugirieron que una combinacion deseable de genes
podria mantener los procesos fisiolégicos que generen una DLL mas larga. Los mecanismos
gue determinan el control de la DLL no se conocen con claridad, pero una mayor capacidad
para mantener la actividad de la fuente con respecto a sus destinos de crecimiento, una
menor TD y menor HMF, podrian explicar la mayor DLL de los hibridos respecto de las
lineas. A su vez, considerando la independencia entre la DLL y la TLL observada en el
capitulo Il se podria pensar en cruzar lineas con que presenten QTL que aumenten la TLL
con lineas que presenten alta DLL. De esta forma estariamos combinando tanto la porcion
aditiva (QTL para TLL) como la porcion no aditiva (heterosis para DLL) de la variancia

genética para la generacion de un hibrido.
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Conclusiones

Tres grupos de genotipos representativos de germoplasmas comerciales actuales de
distintos ambientes de crecimiento (Argentina y EE.UU.) testeados en diferentes sitios
fueron utilizados para explorar la mayor diversidad genética y ambiental posible para
caracteres relacionados al llenado de granos. Las correlaciones entre los desempefios de
las lineas parentales y sus hibridos derivados para distintos caracteres de llenado de grano
fueron significativos, mostrando valores intermedios a altos.

Actualmente, existen grupos de investigacién trabajando en la diseccién de las bases
genéticas de estos caracteres de llenado en lineas endocriadas. Los resultados del presente
trabajo confirman que estos estudios genéticos estan produciendo informacién valiosa para

el desempefio de los hibridos derivados.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL

El rendimiento final de los cultivos de grano es el producto de distintos procesos de
crecimiento y desarrollo que ocurren a lo largo del ciclo. Estos procesos son modulados por
distintos genes que a su vez interactlan entre si y con el ambiente de crecimiento.
Histéricamente, el aumento de los rendimientos se ha logrado a través de seleccién usando
mejoramiento convencional. En los Ultimos afios los avances en genética molecular
permitieron incorporar el uso de marcadores moleculares en programas de mejoramiento
para identificar regiones asociadas a un caracter de interés (Eathington et al., 2007). En el
caso de caracteres complejos, estas regiones gendmicas generalmente explican una baja
proporcion de la variabilidad dificultando el estudio de su base genética. Debido a que el
rendimiento es un caracter muy complejo, una aproximacién al estudio de las bases
genéticas que determinan este caracter es la diseccion del mismo en sus componentes
determinantes para disminuir la cantidad de genes involucrados (Slafer, 2003).

Este tipo de aproximacion fue utilizado en esta tesis a través del analisis de uno de
los componentes del rendimiento, el peso individual de los granos. A pesar de que el peso
de grano es considerado un caracter menos complejo que el rendimiento, debido a que su
determinacion esta asociada a un menor nimero de granos, este sigue siendo un caracter
complejo. Por lo tanto, para reducir su complejidad es posible disectar el peso de grano en
caracteres con menores niveles de complejidad. En la presente tesis se estudié la base
genética de este caracter a partir de los procesos fisiol6gicos que lo determinan, que son la
tasa de llenado durante el llenado efectivo y la duracion del periodo de llenado. A su vez,
estos dos procesos fisioldgicos se estudiaron en funcion de los caracteres hidricos del grano
producto de la estrecha relacién existente entre la dinAmica de acumulaciéon de biomasa y
de agua en los granos de maiz (Borras y Gambin, 2010). La importancia de estudiar la base
genética de un modelo fisiolégico es que permite diferenciar qué procesos fisiolégicos
especificos de la determinacion del caracter emergente (peso de grano en el caso puntual
de esta tesis) se asocian a los genes o QTL detectados, y a conocer la base genética de las
correlaciones fenotipicas entre caracteres. Los resultados de esta tesis muestran que los
genes que determinaron el peso de grano final estuvieron mayormente asociados a la tasa
de llenado y al méximo contenido de agua, caracteres positivamente correlacionados entre
siy con el peso de grano. De esta forma, se pudo establecer un vinculo entre el fenotipo y el
genotipo cuando se analizaron las dos escalas de detalle en forma conjunta. Ademas, se

pudo confirmar que la tasa y la duracion del llenado son procesos independientes, o sea que
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su determinacion estd asociada a distintos genes, debido a que los QTL consistentes para
estos caracteres no co-localizaron entre si. Esta informacion se complementa con lo
observado fenotipicamente en otros trabajos de la literatura (Gambin et al., 2007; Borras et
al., 2009). La independencia de estos caracteres demuestra que es posible mejorar
genotipos a partir de cualquier combinacién de tasa y duracion de llenado sin que haya una
correlacion negativa que equilibre el peso de grano final.

Los resultados deben interpretarse con cuidado debido a que corresponden a una
sola poblacién de RILs. Si bien esta poblacion es muy reconocida debido a la alta utilizacion
gue tuvieron sus lineas parentales (B73 y Mol17) en el mejoramiento genético de la especie
y a la mayor cantidad de ciclos de recombinacidén que presenta respecto a una poblacion de
RILs convencional, la misma no es completamente representativa de la variabilidad genética
existente en la especie ya que soOlo estd compuesta por dos alelos. A pesar de esta
limitacion los QTL detectados en este trabajo de tesis coinciden con muchos de los QTL
para peso de grano reportados en la literatura (Schon et al., 1994; Austin y Lee, 1996, 1998;
Ribaut et al., 1997; Frova et al., 1999; Li et al., 2007, 2012; Peng et al., 2011), generando un
aporte relevante al identificar el mecanismo fisiolégico que esta detras del QTL.

Con los QTL detectados se busco profundizar el alcance de esta aproximacion
sugiriendo genes candidatos asociados a la determinacion de los caracteres de llenado.
Esto fue posible graciasa la posibilidad de contar con una amplia base de datos genéticos
en la especie que permitio realizar una busqueda de genes in silicodentro de los intervalos
donde se detectaron los QTL. Los mismos fueron agrupados en categoriasde acuerdo a su
funcion. La seleccién de genes candidatos estuvo asociada a los procesos fisiologicos en los
cuales estos se encontraban involucrados. Si bien esta aproximacion puede ser discutible
debido a la arbitrariedad en la seleccion y a la asignacion de los genes en las distintas
categorias establecidas, representa una alternativa interesante parafuturos trabajos dentro
de esta linea de trabajo.

Los resultados obtenidos en el Capitulo Il de esta tesis son relevantes al nivel de
lineas endocriadas. En el Capitulo Il se tested la aplicacién de lo observado en lineas
parentales sobre sus hibridos derivados para saber qué aplicacion tenian los resultados
observados anteriormente. En los programas de mejoramiento solo el desempefio de las
lineas parentales es utilizado como criterio de seleccibn para caracteres altamente
heredables (Hallauer y Miranda, 1988; Mihaljevic et al.,, 2005). Para caracteres mas
complejos o menos heredables como rendimiento, nimero de granos, etc., se utiliza el
desempefio de los cruzamientos de prueba o hibridos derivados como criterio de seleccion.

Esto genera la necesidad de realizar numerosas pruebas que resultan costosas y consumen
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mucho tiempo. Los resultados de mi tesis muestran altas correlaciones entre el desempefio
de las lineas parentales y el de sus hibridos derivados tanto para el peso de grano como
para todos los caracteres del llenado de grano. Esto significa que existe un alto grado de
probabilidad que una linea parental con un patron de llenado de grano determinado vaya a
dar un hibrido derivado con ese mismo patron. Estos caracteres fueron altamente
heredables explicando estas altas correlaciones entre lineas e hibridos. Esta informacion
resulta relevante en mejoramiento. Ayuda a reducir no sélo la cantidad de genotipos a
evaluar sino también el tiempo necesario para realizar las evaluaciones pertinentes,
permitiendo aumentar la cantidad de lineas a evaluar y aumentando asi la eficiencia del
programa.

Si bien los resultados de la tesis en relacion a la correlacion entre lineas parentales e
hibridos derivados son consistentes y relevantes, la aproximacién utilizada presenta algunas
limitaciones que es bueno aclararlas. Los tres experimentos realizados en el Capitulo 11l no
presentaron genotipos en comun ni fueron replicados en ambientes distintos. A su vez, en
los experimentos se utilizaron pocas lineas polinizadoras o macho pudiendo generar sesgos
en las estimaciones de aptitud combinatoria general y especifica, y en las estimaciones de
heredabilidad. Sin embargo, los resultados obtenidos coinciden con los expuestos en otros
trabajos (Cross, 1975; Wang et al., 1999; Delucchi et al., 2012), donde el peso de grano y la
tasa de llenado presentan una gran proporcion de accién genética aditiva, y donde la acciéon
génica no aditiva observada en peso de grano estuvo generalmente asociada a la heterosis
para duracion del llenado (Daynard et al., 1971; Poneleit y Egli, 1979; Munaro et al.,
2011).Los resultados de esta tesis muestran como se compone el peso de grano en
términos genéticos de acuerdo a la accién génica de sus mecanismos fisiolégicos. A su vez,
de los resultados observados tanto en el capitulo Il como en el capitulo Il se desprende la
posibilidad de combinar las porciones aditiva y no aditiva de la variancia genética en un
mismo hibrido. En el capitulo Il observamos que las regiones gendmicas que generan
variaciones en el peso de grano eran las mismas que para tasa de llenado y maximo
contenido de agua, y en general distintas de aquellas asociadas a duracion de llenado.
Estas regiones gendmicas presentaron efectos relacionados a la porcion aditiva de la
variancia genética. En el capitulo 1ll, pudimos confirmar la importancia de la accién génica
aditiva en los caracteres tasa de llenado y peso de grano. Estos resultados estuvieron en
linea con los observados en la literatura para landraces de origen Argentino (Delucchi et al.,
2012) y lineas norteamericanas (Cross, 1975; Wang et al., 1999). Por otro lado, el capitulo
[l muestra el aporte de la accion génica no aditiva sobre la determinacion del peso final de

grano a través de la heterosis observada en la duracion del llenado. El alargamiento del
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periodo de llenado de granos observado en hibridos derivados respecto de sus lineas
parentales ya habia sido reportado previamente en la literatura (Daynard et al., 1971;
Poneleit y Egli, 1979). Por lo tanto, considerando la independencia de los procesos
fisioldégicos que determinan el peso de grano y su accion génica diferencial se podria pensar
en aumentar el peso de grano a partir de una alta tasa de llenado (accion génica aditiva)
con una alta duracion del periodo de llenado (accion génica no aditiva) evitando
compensaciones indeseables entre los caracteres.

Una falencia que surgi6é en este trabajo de tesis estuvo asociada a no haber
realizado cruzamientos dialelicos con la poblacién IBM Syn4 para evaluar la correlacion
linea-hibrido en el capitulo lll. Uno de los motivos por los cuales no se re utilizé esta
poblacion fue la magnitud del experimento que implicaba un cruzamiento dialelico con una
poblacion de 245 individuos. Ademas, haber utilizado la poblacién IBM Syn4 hubiera
acotado las conclusiones finales a solo dos grupos heteréticos y/o dos alelos, los cuales no
son representativos de la variabilidad de la especie. Es por eso que para poder ampliar la
variabilidad explorada utilizamos distintos cruzamientos dialelicos provenientes de distintos
programas de mejoramiento. Si bien el nUmero de genotipos evaluados no era tan alto,
creemos que los resultados fueron lo suficientemente robustos para concluir que las lineas
con un determinado comportamiento durante el llenado de granos generan un hibrido con un
comportamiento similar.

Finalmente es importante mencionar que de los Capitulos Il y Il se desprende la
importancia de utilizar protocolos estandarizados cuando se trabaja con caracteres
fisiolégicos complejos de medir, con poblaciones de gran cantidad de genotipos y con
experimentos conducidos en diferentes ambientes. En esta tesis seguimos el protocolo de
medicion de Borréas et al. (2003) en todos los experimentos. Si bien este tipo de mediciones
consume mucho tiempo y trabajo, haber tenido un protocolo estandarizado nos permitié
trabajar con bajos coeficientes de variacién (ver Capitulo Il) o bajo error experimental, lo cual
permitié realizar estimaciones precisas de heredabilidad y por consiguiente de la posicion de
los QTL. El protocolo esta basado en un conocimiento avanzado de fisiologia de cultivos, de
lo cual carecen varios trabajos anteriores en QTL y peso de grano en maiz (Liu et al., 2012;
Li et al., 2011). El hecho de trabajar en funcién del tiempo térmico en vez de dias calendario
permiti6 comparar los distintos ambientes explorados por los genotipos independizandonos
del efecto de la temperatura. El aumento de las investigaciones enfocadas en el estudio de
bases genéticas utilizando poblaciones ya sea de RILs o de paneles de asociacion implica
trabajar sobre experimentos de grandes dimensiones manipulados por grupos de trabajo y

no por personas individuales. Trabajar con protocolos estandarizados como los
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mencionados es actualmente una necesidad para poder reducir errores experimentales, y
por consiguiente falsos positivos, y poder arribar a conclusiones robustas.

En los capitulos 1l y Il de la tesis obtuvimos resultados similares asociados a la
heredabilidad de los caracteres evaluados. En este sentido, observamos que el caracter
mas complejo en términos de cantidad de genes que lo regula (PG) presentd una mayor
heredabilidad que los procesos fisiolégicos que lo determinan (TLL y DLL). Este resultado no
coincide con lo propuesto por Tardieu y Tuberosa (2010) quienes sostienen que la diseccién
de un caracter complejo en otros mas simples genera aumentos en la heredabilidad. Por
otro lado, Gambin y Borras (2011) siguiendo esta aproximacién arribaron a resultados
similares a los observados en esta tesis abriendo un interrogante al concepto explicado
anteriormente. Una posible explicacion puede estar asociada a que al disectar un caracter
en sus componentes fisiolégicos el método de medicibn es mas complejo pudiendo
aumentar el error de medicién y reduciendo asi la estimacion de la heredabilidad. Esto es
valido cuando disectamos el peso de grano en sus componentes tasa y duracién. Sin
embargo, esta explicacion pierde consistencia cuando evaluamos el maximo contenido de
agua, caracter que presenta mayor heredabilidad que el peso de grano. Este caracter
presenta una alta complejidad en su medicion respecto al PG ya que involucra un protocolo
bien detallado que busca evitar pérdidas de humedad en los granos desde que se cosechan
las espigas en el campo hasta que se extraen los granos y son pesados en el laboratorio. A
partir del razonamiento anterior y de lo observado en la literatura (Gambin y Borras, 2011)
para los mismos caracteres sobre los que se trabaj6é en esta tesis podemos pensar que la
teoria propuesta por Tardieu y Tuberosa (2010) presenta excepciones a la regla. Otra
explicacién a esta excepcion esta radicada en el tipo de diseccion que se haga del caracter.
En el caso de esta tesis, la diseccion del PG fue realizada en funciéon de sus componentes
fisiologicos tasa y duracion en ambientes determinados. Por otro lado, Reymond et al.
(2003) utilizaron un enfoque distinto para realizar la diseccion del caracter. Estudiaron la
tasa de elongacion foliar y la disectaron en funcién de su respuesta a la temperatura del
meristema, al déficit de presion de vapor, y al estatus hidrico del suelo. De esta forma surge
la pregunta si evaluar la tasa y duracion de llenado en funcién de su respuesta al ambiente

podria aumentar la heredabilidad del caracter.

Contraste de hipétesis planteadas:

Hipotesis 1: Las regiones genomicas responsables de cambios en la tasa de llenado de

grano son distintas de aquellas asociadas a la duracién de llenado.
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La tasa y la duracién del llenado de granos son procesos distintos que estan
involucrados en la determinacion del mismo caracter (el peso de grano). La tasa de
llenado es un proceso de crecimiento asociado a la determinacion del peso potencial del
grano alrededor de floracion. La duracién del llenado es un proceso de desarrollo cuya
determinacién esta asociada a procesos de muerte celular programada del endospermay
desecacion del grano. En esta tesis se pudo confirmar que la independencia de los
caracteres tasa y duracién del llenado a nivel fenotipico tiene un correlato a nivel genético
ya que las regiones gendmicas asociadas a la determinacion de ambos caracteres no co-
localizaron entre si. Este resultado esta expuesto en la figura 1.5 donde se puede apreciar
que los QTL consistentes para tasa y duracion de llenado, o sea aquellos que se
expresaron en los dos ambientes con efectos similares, estuvieron ubicados en regiones

distintas. Esta evidencia nos permite aceptar la primera hipétesis planteada en esta tesis.

Hipo6tesis 2: Cambios en la tasa de llenado estan explicados por las mismas regiones

gendmicas que explican los cambios en el maximo contenido de agua.

El peso potencial del grano esta estrechamente relacionado con el niumero de
células endospermaticas que se establecen temprano en el desarrollo del mismo. Un
mayor numero de células endosperméticas indica una mayor cantidad de sitios
potenciales para la posterior acumulacion de almidén. Cambios en el peso de grano
potencial normalmente se ven reflejados en cambios en la tasa de llenado. Se ha
demostrado que el contenido de agua del grano en sus etapas tempranas de desarrollo es
un buen estimador del peso potencial del granoya que el mismo se encuentra altamente
correlacionado con la tasa de llenado de los granos. En esta tesis se demostré que la
correlacion entre el maximo contenido de agua y la tasa de llenado de granos tiene una
misma base genética. Esta conclusion estd basada en las figuras 1.3 y Il.5 donde se
puede observar la correlacion fenotipica positiva de ambos caracteres y la co-localizacion
de los QTL estables a través de ambientes para estos dos caracteres, respectivamente.

De acuerdo con estos resultados, se acepta la segunda hipoétesis de esta tesis.

Hipotesis 3: Las regiones gendmicas vinculadas a cambios en la duracién del llenado
seran las mismas que se relacionen con la tasa de desecacion de los granos y/o el

porcentaje de humedad a madurez fisiologica.
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Ademas del efecto universal de la temperatura sobre la duracion del periodo de
llenado, este tiene un fuerte componente genético y estaria asociada a la velocidad de
maduracion del endosperma y al momento, expresado como porcentaje de humedad, en
el cual los granos dejan de acumular biomasa. Por lo tanto genotipos con altas tasas de
desecacion o altos contenidos de humedad a madurez fisiolégica presentan una duracion
de llenado mas corta, y viceversa. En esta tesis se observé una relacion negativa entre la
duracion del llenado y la tasa de desecacion, sin observarse relacion consistente con el
contenido de humedad a madurez fisioldgica (Figura I1.4). En el analisis de QTL se detectd
un QTL estable entre ambientes para tasa de desecacién y duracién de llenado de granos,
que a su vez mostrd efectos opuestos. Por otro lado, no se detectaron QTL en la misma
posicién para duracion de llenado y humedad a madurez fisiolégica (Figura I1.5). Con

estos resultados no es posible aceptar esta hipotesis, ya que se cumple parcialmente.

Hipotesis 4: Dentro de los intervalos de confianza generados por los QTL detectados para
crecimiento de grano existirAn genes relacionados con los procesos de division y

diferenciacion celular.

Los componentes fisioldgicos de la determinacién del peso de grano (tasa y duracion
de llenado) en maiz estan vinculados a procesos de division y diferenciacion celular. La tasa
de llenado esta asociada a la cantidad de células endospermaticas y de amiloplastos que se
generan durante el proceso de division celular que tiene lugar al inicio del llenado de grano.
Las células endospermaticas y los amiloplastos representan los destinos futuros para la
acumulacién de almidén, proteinas y aceite durante el llenado. A su vez representa el peso
potencial del grano determinando de esta forma la tasa con que se llenaran los granos.
Durante el llenado efectivo, tendran lugar genes asociados a enzimas vinculadas a la
generacion de sacarosa y almidén, transportadores de azucares y proteinas, acuaporinas
entre otros. Por otro lado, la duracién del periodo de llenado estara vinculada a la velocidad
con la que se desequen los granos durante el llenado de los granos. Esta velocidad puede
estar regulada positiva 0 negativamente a través del ABA. Es por eso que durante este
proceso deben actuar genes vinculados al ciclo de esta hormona. En esta tesis se observo,
a través de una busqueda in silico de genes candidatos para los intervalos asociados a los
QTL detectados en el capitulo I, la presencia de genes vinculados a la division y
diferenciacién celular. Estos genes actlan sobre las vias mencionadas anteriormente

posiblemente afectando los procesos fisiolégicos en cuestion.
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Hipotesis 5: Existe una alta correlacién entre los desempefios de lineas parentales e
hibridos derivados debida a una relativamente alta heredabilidad que muestran los
caracteres de llenado.

Los estudios de correlacion entre el desempefio del promedio de los parentales y el
de sus hibridos derivados representa informacion util para el mejoramiento. Estos ayudan a
determinar protocolos de fenotipeado para los caracteres de interés y la necesidad de
realizar cruzamientos para la conduccién de extensos ensayos de hibridos simples en caso
de que exista la necesidad de hacer evaluaciones en hibridos. Correlaciones positivas entre
lineas parentales y sus hibridos derivados permite reducir costos, aumentado asi la
eficiencia del programa de mejoramiento. Las correlaciones positivas observadas en esta
tesis entre las lineas parentales y los hibridos para todos los caracteres de llenado agregan
informacién relevante debido a que el desempefio de estos caracteres en lineas parentales
es indicativo del desempefio que tendra el hibrido derivado. Estos resultados permiten

aceptar la cuarta hipétesis de esta tesis.

Investigaciones futuras

Si bien parte de los QTL detectados en la poblacién biparental IBM Syn4fueron
estables y se expresaron con efectos similares independientemente del ambiente explorado
no estéa claro si los mismos son estables ante cambios en el contexto genético. Esto significa
que un QTL favorable asociado a la presencia del alelo correspondiente a un parental
determinado puede modificar su efecto cuando este parental se cruza con otro, i.e. se
modifica el fondo genético. Esto se debe al contexto genético mencionado y a la posible
interaccion con otros QTL o epistasis (Bernardo, 2008). Este efecto es conocido como
interaccion QTL X contexto genético y ha mostrado una gran incidencia en caracteres
complejos en maiz (Blanc et al., 2006). Una forma de detectar este tipo de interaccion es
utilizando poblaciones interconectadas con un parental comun. Asi, para continuar con el
estudio de las bases genéticas que determinan al peso de grano en maiz sera necesario
desarrollar y evaluar poblaciones interconectadas que contengan un parental en comun con
el parental Mol17 de la poblacion IBM Syn4. Permitir4 probar la existencia de interaccion de
los QTL con el fondo genético para los caracteres del llenado de grano. A su vez permitira
realizar un andlisis de QTL mas robusto debido al aumento en la cantidad de genotipos (y
por lo tanto de alelos) a evaluar, alcanzando de esta forma resultados mas precisos. Otra

alternativa para aumentar la cantidad de alelos estudiados y asi poder evaluar la interaccién
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con el fondo genético es utilizar paneles de asociacion. Estos estan constituidos por lineas
puras que pueden tener distinto origen y/o distintas caracteristicas aportando distintos alelos
y aumentando de esta forma la variabilidad explorada.

Una vez que se detecten QTL para los caracteres de llenado en las poblaciones
combinadas y/o en los paneles de asociacion se podra realizar una busqueda de los genes
que se localizan en esas regiones cromosomicas. De esta forma se podran proponer genes
candidatos de acuerdo al proceso fisioldgico en el cual estan involucrados, al igual que en el
Capitulo 1l de la presente tesis. Sobre estos genes candidatos se debera llevar a cabo una
prueba funcional en la cual se podria reemplazar un nucle6tido por su variante. Esta prueba
se puede realizar con la tecnologia de silenciamiento y/o con la caracterizacion de mutantes
de la especie (Glazier et al., 2002). Mientras que la primera técnica consiste en noquear el
gen de interés,la segunda técnica consiste en seleccionar genotipos mutantes para el gen
de interés. Independientemente de la técnica a utilizar, el concepto radica en la pérdida total
o parcial de funcionalidad del gen de interés para luego realizar una caracterizacion
comparativa para el caracter de interés entre el genotipo wild type(control) y el genotipo
mutante. En caso de existir diferencias genotipicas, se podra afirmar que el gen
seleccionado dentro de ese QTL es el responsable de cambios en el caracter de llenado
evaluado.

Otra alternativa para validar los QTL detectados en esta poblacion de RILs es a
través de la generacion de lineas isogénicas (NILs de su sigla en inglés). La generacion de
estas lineas consiste en cruzar una linea que porte el alelo de interés para un QTL
determinado con el otro parental sucesivas veces hasta contar con lineas cuyo contexto
genético sea el del padre recurrente excepto por la region donde se localiza el QTL de
interés. De esta forma se estara eliminando el ruido generado por el fondo genético ya que
el mismo tendra los alelos de una sola linea excepto por la region de interés. Luego se
debera realizar una comparacion fenotipica de estas lineas isogénicas con el parental que
no posee el alelo de interés para el QTL en cuestion. Existen trabajos que muestran este
extenso trabajo y cuyos resultados no son lo promisorios que se esperaba en un principio
(Zhang et al.,, 2013). Esto puede estar asociado a que los caracteres de naturaleza
cuantitativa estan determinados por una gran cantidad de genes con pequefios efectos
sobre el fenotipo final y a que estos genes interactian entre si y con otros genes que tal vez
no estén directamente asociados a la determinacion del caracter en cuestion. Por lo tanto,
uno esperaria que al modificar un solo gen o region genémica no deberia generar grandes

cambios a nivel fenotipico.
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La correlacion entre los desempefios de las lineas parentales y los hibridos
derivados para los caracteres de llenado evaluados en el Capitulo Il tiene una gran
relevancia para los programas de mejoramiento de maiz. Sin embargo, es necesario
confirmar estos resultados replicando estos experimentos en distintos ambientes de forma
tal de corroborar la estabilidad de los caracteres de llenado en lineas e hibridos derivados
ante cambios ambientales. Ademds, para evitar sesgos en la particion de la variancia
genética sera necesario utilizar un mayor numero de lineas parentales, tanto hembras como
machos. De esta forma, al aumentar la variabilidad genética, a través del agregado de un
mayor numero de lineas, se podran probar un mayor ndmero de combinaciones que
reducirdn el sesgo, generando resultados mas precisos. Otra alternativa seria utilizar la
poblacion evaluada en el capitulo Il cruzandola contra dos o0 mas lineas testers. Si bien se
generarian experimentos de una magnitud dificil de manejar seria otra forma de confirmar la

utilidad de los resultados en el capitulo II.

Conclusiones finales:

Los estudios realizados en este trabajo de tesis estuvieron dirigidos a detectar las
bases genéticas que estan detrds de la determinacion del peso de grano en maiz a través
de la diseccién del caracter en sus componentes determinantes, y a determinar el grado de
aplicacion de estos resultados sobre hibridos al evaluar la asociacion existente entre las
lineas parentales y los hibridos derivados.

A partir de los resultados obtenidos en la presente tesis se puede arribar a las

siguientes conclusiones:

¢ Los mecanismos que determinan el peso de los granos en maiz, tasa y duracién de
llenado, tienen una base genética distinta, 0 sea que son mecanismos
independientes cuya determinacion depende de distintas regiones genomicas y/o de
distintos genes.

e La determinacion del peso de grano estuvo mayormente explicada por variaciones en
la tasa de llenado que en la duracion de llenado. A su vez, las regiones genémicas
asociadas al peso de grano co-localizaron con las de tasa de llenado y maximo
contenido de agua.

e Cambios en la tasa de llenado estuvieron asociados a las mismas regiones

gendmicas responsables de cambios en el maximo contenido de agua en los granos.
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Las regiones gendmicas vinculadas a cambios en duracién de llenado estuvieron
asociadas a las mismas regiones vinculadas con la tasa de desecacion durante el
llenado.

El desempefio en lineas parentales e hibridos derivados para peso de grano y los
caracteres de llenado de grano en maiz estan positivamente correlacionados. Esto
permite seleccionar lineas con valores deseables para caracteres de llenado sin la

necesidad de evaluar una gran cantidad de cruzamientos.
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