v\p\CION‘q

ERE H

S 0,
~% o)
%) o R
o Ele)
wl JZ> w
Z ey

% s

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

MAPEO DE QTLs ASOCIADOS A CARACTERES DE LA CAPTACION
DE LUZ EN MAIZ (Zea mays L.)

Lic. Luciano German Molins

TESIS PARA OPTAR AL TiTULO DE DOCTOR EN CIENCIAS AGRARIAS

DIRECTOR: Ing. Agr. PhD. Guillermo Hugo Eyhérabide

2018



MAPEO DE QTLs ASOCIADOS A CARACTERES DE LA CAPTACION DE LUZ EN
MAIZ (Zea mays L.)

Lic. Luciano German Molins

Licenciado en Ciencias Biolégicas-Universidad Nacional de Lujan

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de Doctor
en Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de Rosario y no ha sido previamente presentada
para la obtencion de otro titulo en ésta u otra Universidad. La misma contiene los resultados
obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en INTA Pergamino, durante el periodo
comprendido entre marzo del afio 2013 y febrero del afio 2017, bajo la direccion del Ing. Agr.
PhD. Guillermo Hugo Eyhérabide.

Lic. Luciano German Molins

Ing. Agr. PhD. Guillermo Hugo Eyhérabide



AGRADECIMIENTOS

A mi director, Guillermo Eyhérabide, por toda la ayuda, el asesoramiento brindado durante todo
este tiempo y los conocimientos transmitidos.

A mi asesor, Alfredo Cirilo, por la siempre constante predisposicion ante cualquier consulta y por
toda la ayuda brindada.

A Antonio Diaz Paleo, por toda la ayuda y los consejos transmitidos.

A Cecilia Mandolino, por la gran ayuda y asesoramiento para realizar el analisis de los datos.

Al CONICET, por la ayuda econémica otorgada para poder realizar mi tesis doctoral.

A Erika Mroginski, por ayudarme durante el disefio de los experimentos.

A Juani Amas, Fede Gloriani, Juan Plaza, Giuliano Guerrini y Simén San Sebastian, por la gran
ayuda otorgada durante las evaluaciones a campo.

A mis compaieras Daniela Lopez Miro y Viviana Decker, por su gran colaboracion durante el
trabajo en el laboratorio.

A todos mis compafieros de trabajo, Agostina, Carla, Bernardo, Pablo, Roman, Emilia, Silvina,
Windy, Silvina O, Gera, Mariana y Hernan.

A toda la gente del sector de maiz por la ayuda con la siembra de los ensayos, especialmente a
Bocha que siempre me ayudo con las polinizaciones del material.

A Daniel Presello, por la ayuda brindada con el manejo de los ensayos, aplicacion de herbicidas
y fertilizantes.

A toda mi familia, mi viejo, mi vieja, mi hermano, mi cuinada y mi abuela por todo su constante
apoyo. A mi sobrina Emi que la quiero mucho.

A mis amigos por apoyarme y por la buena onda transmitida siempre.



PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS

Molins, LG; Cirilo, AG; Eyhérabide, GH. “Mapeo de QTL asociados a caracteres de arquitectura
de canopeo en maiz (Zea mays L.)". Presentado en Ill Workshop Internacional de Ecofisiologia
de Cultivos. 28 y 29 de septiembre de 2017, en la ciudad de Mar del Plata, Buenos Aires,

Argentina.

Molins, LG; Mroginski, E; Cirilo, AG; Eyhérabide, GH. “Variabilidad genética de caracteres de
la captura de luz en una poblacion de lineas endocriadas recombinantes de maiz”. Presentado
en XLIV Congreso Argentino de Genética. 13 al 16 de septiembre de 2015, en la ciudad de Mar

del Plata, Buenos Aires, Argentina.

Molins, LG; Amas, J; Gloriani, F; Mroginski, E; Cirilo, AG; Eyhérabide, G. “Variabilidad
fenotipica de caracteres asociados a captacién de radiacion en una poblacion de lineas
endocriadas recombinantes de maiz”. Presentado en X Congreso Nacional de Maiz. 3 al 5 de

septiembre de 2014 en la Bolsa de Comercio de la ciudad de Rosario, Argentina.



iINDICE GENERAL

Abreviaturas y simbolos |

Resumen Vv
Abstract Vi
1. Introduccion 1
1.1.  Elmaiz 1
1.1.1. Cultivo y demanda 1
1.1.2. Origen y evolucion 2
1.1.3. Caracteristicas botanicas 3
1.1.4. Desarrollo del maiz 3
1.1.5. Fisiologia del maiz 6
1.1.6. Factores que determinan la productividad en maiz 7
1.1.6.1. Radiacion incidente 8
1.1.6.2. Intercepcion de la radiacién 9
1.1.6.2.1. Arquitectura del canopeo 10
1.1.6.2.2. Arquitectura de planta 11
1.1.6.3.  Senescencia 12
1.1.7. Mejoramiento genético de maiz 13
1.1.7.1.  Mejoramiento de la intercepcion de la radiacion en maiz 16
1.2.  Mapeo de QTLs 19
1.2.1. Poblaciones de mapeo 20
1.2.2. Marcadores moleculares 20
1.2.3. Mapas de ligamiento 21
1.2.4. Métodos de mapeo de QTLs 22
1.2.5. Mapeo de QTLs en maiz 24
1.2.5.1. Mapeo de QTLs que controlan el angulo de insercion foliar 24
1.2.5.2. Mapeo de QTLs asociados al indice de area foliar 25
1.2.5.3. Mapeo de QTLs asociados a stay green 27
1.2.5.4. Mapeo de QTLs asociados a altura de planta y longitud de entrenudos 28
1.2.6. Antecedentes de trabajo en INTA Pergamino 29
1.3.  Objetivo general 31

1.3.1. Objetivos especificos 31



1.4.

Hipotesis

2. Materiales y métodos

2.1.

2.2.

2.3.

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.34.
2.3.5.
2.3.6.
2.4.

24.1.
24.2.
2.4.3.
244,
2.4.5.
2.5.

2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.

Material vegetal

Disefio experimental

Evaluaciones fenotipicas

Analisis estadistico de los datos fenotipicos
Analisis de las segregaciones transgresivas
Estimacién de la heredabilidad en sentido estricto

Estimacién de las correlaciones genotipicas entre rasgos

Determinacion de los coeficientes de sendero entre caracteres

Prediccion de la respuesta correlacionada en rendimiento
Caracterizacion genotipica

Extraccion de ADN gendmico

Amplificacién de los SSR mediante PCR

Informacion sobre los marcadores SSR

Analisis de segregacién de los marcadores SSR
Construccion del mapa de ligamiento

Mapeo de QTLs

Mapeo por intervalo compuesto

Mapeo de QTLs mediante un modelo lineal mixto

Mapeo de caracteres multiples

3. Resultados

3.1.
3.1.1.

Analisis estadistico

Estadistica descriptiva

3.1.1.1.  Comportamiento de las lineas parentales

3.1.1.2.

3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.
3.1.6.
3.1.7.
3.1.8.

Evaluacion de la poblacion de RILs
Analisis de la distribucién normal
Analisis de las segregaciones transgresivas
Correlaciones fenotipicas entre caracteres
Variabilidad genotipica y heredabilidad de los caracteres
Correlaciones genotipicas entre caracteres
Analisis de sendero

Prediccion de la respuesta correlacionada en rendimiento

31
33
33
34
35
39
40
40
41
42
42
43
43
43
45
45
46
47
47
48
49
52
52
52
52
57
64
68
72
78
81
84
86



3.2.  Caracterizacion genotipica

3.2.1. Prueba de polimorfismos en las lineas parentales
3.2.2. Genotipado de la poblacion de RILs

3.2.21. Cobertura del genoma

3.2.3. Construccién del mapa de ligamiento

3.3. Mapeo de QTLs

3.3.1. Mapeo por intervalo compuesto

3.3.2. Mapeo mediante un modelo lineal mixto
3.3.3. Mapeo de caracteres multiples

4. Discusion

4.1. Evaluacion genotipica

4.2. Evaluacién fenotipica de la poblacion de RILs
5. Conclusiones

6. Bibliografia

Anexo |

Anexo I

Anexo |l

Anexo IV

Anexo V

iINDICE DE TABLAS

Tabla 1: Herbicidas aplicados durante el ciclo de cultivo

Tabla 2: Reactivos y sus respectivas concentraciones empleadas para la reaccion de PCR
Tabla 3: Programa de ciclado para la amplificacion de los SSR

Tabla 4: Valores medios obtenidos para las lineas parentales en el Exp1

Tabla 5: Valores medios obtenidos para las lineas parentales en el Exp3

Tabla 6: Valores medios de las lineas parentales a través de los tres experimentos

Tabla 7: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp1

Tabla 8: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp 2

Tabla 9: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp3

Tabla 10: Medidas de resumen de los caracteres evaluados con los datos promedios

a través de los tres ambientes.

88

88

91

96

98
104
104
114
122
131
131
135
151
154
173
174
176
183
190

35
44
44
53
54
55
58
59
60
61



Tabla 11: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado para

los caracteres evaluados en el Exp1

Tabla 12: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado

para los caracteres evaluados en el Exp2

Tabla 13: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado

para los caracteres evaluados en el Exp3

Tabla 14: Segregacion transgresiva de la poblacion de RILs sobre las lineas parentales
Tabla 15: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados en el Exp1

Tabla 16: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados en el Exp3

Tabla 17: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados a través de ambientes
Tabla 18: Analisis de la variabilidad genotipica existente para cada caracter evaluado

a través de ambientes para una poblacion de RILs y sus progenitores

Tabla 19: Estimaciones de los componentes de varianza y heredabilidad de cada caracter
Tabla 20: Valores de correlaciones genotipicas obtenidas entre los caracteres evaluados
a través de ambientes

Tabla 21: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los caracteres
asociados a la captura de luz sobre el RGP.

Tabla 22: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los caracteres
asociados a floracion sobre el RGP

Tabla 23: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los caracteres
asociados a la senescencia en postfloracion sobre el RGP

Tabla 24: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los

caracteres que presentaron una correlacion significativa con el RGP a través de ambientes
Tabla 25: Prediccidon de la respuesta correlacionada y la respuesta por seleccion directa
del rendimiento

Tabla 26: Segregacion de los marcadores en la poblacién de RILs y prueba de
chi-cuadrado

Tabla 27: Cantidad de marcadores por cromosoma, cobertura gendémica y distancia
promedio entre SSR

Tabla 28: Posicién de cada SSR en el mapa de ligamiento, coordenadas en pb y
distancia entre cada par de SSR

Tabla 29: QTLs identificados para cada rasgo en cada experimento mediante mapeo por

intervalo compuesto

65

66

67

68

73

74

75

78

80
82

84

85

85

86

87

93

98

100

105



Tabla 30: QTLs identificados para cada rasgo mediante el método de modelo lineal mixto 115

Tabla 31: QTLs que mostraron interaccion significativa con el ambiente 118
Tabla 32: Interacciones epistaticas entre pares de QTLs y magnitud de la misma 119
Tabla 33: QTLs identificados mediante el procedimiento JZmapqtl para caracteres 123
multiples

Tabla 34: Porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada modelo de QTLs 127
Tabla 35: Geles de agarosa utilizados para la cuantificacion de las muestras de ADN 174
Tabla 36: Buffer TAE utilizado para el armado de los geles de agarosa 174
Tabla 37: Loading buffer utilizado para la siembra de las muestras de ADN en geles 174
de agarosa

Tabla 38: Buffer utilizado para la extraccion de ADN gendmico 174
Tabla 39: Geles de poliacrilamida utilizados para la separacion de los fragmentos de 174

amplificacion
Tabla 40: Buffer TBE utilizado durante la electroforesis para la separacién de los 175

fragmentos de amplificacion

Tabla 41: Protocolo para el revelado de geles de poliacrilamida 175
Tabla 42: Buffer TE utilizado para la resuspension del ADN luego de la extraccion 175
Tabla 43: Marcadores SSR empleados para la construccién del mapa de ligamiento 183

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Evolucion del NHVRer en las lineas parentales en el Exp1, Exp3y a 56

través de ambientes

Figura 2: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter 69
en el Exp1
Figura 3: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter 70
en el Exp3
Figura 4: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter 71

a través de ambientes

Figura 5: Cantidad de marcadores polimérficos, monomoérficos y sin amplificacion 88
Figura 6: Tipo de repeticion y porcentaje de cada una para los marcadores analizados 89
Figura 7: Proporciéon de marcadores polimérficos, monomorficos y sin amplificacion 90

para cada tipo de repeticion



Figura 8: Proporcion de marcadores con segregacion distorsiva en cada cromosoma
Figura 9: Longitud fisica de cada uno de los bins de cada cromosoma

Figura 10: Mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacion de RILs

Figura 11: Ubicacion de los QTLs detectados en los 10 cromosomas mediante CIM
Figura 12: Ubicacion de los QTLs detectados mediante el método de modelo lineal mixto
Figura 13: Localizacion de los QTLs y sus efectos aditivos, identificados mediante
analisis multi caracter

Figura 14: Histogramas de distribucién fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp 1
Figura 15: Histogramas de distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp 2
Figura 16: Histogramas de distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp 3
Figura 17: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp1.

Figura 18: Variacién de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp1.

Figura 19: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp2.

Figura 20: Variacién de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp2.

Figura 21: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp3.

Figura 22: Variacién de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp3.

92
97
99
112
120
125

176
178
180
190
190
191
191
192
192



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A: Adenina.

ADN: Acido Desoxiribonucleico.

AFLP: Amplified Fragment Longitud Polymorphism o Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos Amplificados.

AFM: Area foliar maximo por planta.

Ale: Alemania.

AMH: Ancho maximo de la hoja.

ANG: Angulo vertical de insercion foliar.

AP: Altura de planta.

APS: Persulfato de amonio.

Arg: Argentina.

ARN: Acido Ribonucleico.

ASI: Anthesis-Silking Interval o Intervalo Antesis-Silking.

BIO: Biomasa aérea en madurez fisioldgica.

C: Citosina.

CIM: Composite Interval Mapping o Mapeo por Intervalo Compuesto.

cm: Centimetro.

cm?: Centimetros cuadrados.

cM: CentiMorgan.

CTAB: Cetyl Trimethylammonium Bromide o Bromuro de hexadeciltrimetilamonio.
C-terminal: Extremo carboxilo terminal de una proteina.

DFFF: Densidad de flujo de fotones fotosintéticos.

dNTP: Desoxinucleétido Trifosfato.

e: Numero de Euler, igual a 2,71828.

EA: Periodo emergencia-antesis.

EDTA: 2,2' 2" 2"-(Ethane-1,2-diyldinitrilo) tetraacetic acid o Acido etilendiaminotetraacético.
EEA: Estacion Experimental Agropecuaria.

ES: Periodo emergencia-silking.

EST: Expressed Sequence Tagged o Etiquetas de Secuencias Expresadas.
FAO: Organizacion de Agricultura y Alimentos de las Naciones Unidas.

FFF: Flujo de fotones fotosintéticos.



FDR: False Discovery Rate o Tasa de Falsos Descubrimientos.
fRFAI: Fraccion de la Radiacion Fotosintéticamente Activa Interceptada.
G: Guanina.

g: Gramos.

h2: Heredabilidad en sentido estricto.

ha: hectarea.

HCI: Acido clorhidrico.

IAF: indice de area foliar.

IC: indice de cosecha.

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

k: Coeficiente de extincién de la luz.

kg: Kilogramos.

LE: Longitud promedio de los entrenudos.

LMH: Longitud maxima de la hoja.

Loge: logaritmo en base e.

LR: Likelihood Ratio o radio de verosimilitud.

M: Molar.

Mb: Mega bases.

Mpb: Megapares de bases.

MgClz: Dicloruro de Magnesio.

MgSOs: Sulfato de Magnesio.

mg: Miligramos.

mm: Milimetros.

mM: Milimolar.

m?: metros cuadrados.

MIM: Multiple Interval Mapping o Mapeo por Intervalos Multiples.
ml: Mililitro.

MT-CIM: Multi Trait-Composite Interval Mapping o Mapeo Multi Caracter por Intervalos
Compuestos.

MT-MIM: Multi Trait-Multiple Interval Mapping o Mapeo Multi Caracter por Intervalos Multiples.
NaCl: Cloruro de Sodio.

ng: Nanogramos.

NGP: Numero de granos por planta.



NHT: Numero de hojas totales.

nm: Nanémetros.

nM: Nanomolar.

N: Nitrogeno.

N-terminal: Extremo amino terminal de una proteina.

P: Fésforo.

pb: Pares de bases.

PG: Peso del grano.

pH: Concentracién de iones hidrégeno.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PES: Periodo emergencia-senescencia.

PHV: Persistencia de las hojas verdes en postfloracion.

QTL: loci de caracteres cuantitativos.

REML.: Restricted Maximum Likelihood o Maxima Verosimilitud Restringida.
RFA: Radiacion fotosintéticamente activa.

RFAI: Radiacion fotosintéticamente activa interceptada.

RFLP: Restriction Fragment Longitud Polymorphism o Polimorfismo en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion.

RGP: Rendimiento en granos por planta.

RIL: Lineas endocriadas recombinantes.

rpm: Revoluciones por minuto.

R1: Estadio de liberacién de estigmas o floracién femenina.

R?: Coeficiente de determinacion.

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate o Dodecil sulfato de sodio.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism o Polimorfismo de Nucleétido Simple.
SSD: Single Seed Descent o Descendencia de semilla Unica.

SSR: Simple Sequence Repeat o Repeticiones de secuencia simple.
T: Timina.

TEMED: N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamino.

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil)-1-3-propaneidol.

TSP1: Tasa promedio de senescencia en postfloracion (hojas.dia™).
TSP2: Tasa promedio de senescencia en postfloracion (cm?.dia™).

U: unidades.



USA: United States of America o Estados Unidos de América.
TAE: Tris-Acido Acético-EDTA.

TBE: Tris-Acido Bérico-EDTA.

TE: Tris-EDTA.

UTR: UnTranslated Region o Region No Traducida.

V1: Estadio vegetativo de una hoja completamente liberada.

V6: Estadio vegetativo de seis hojas completamente liberadas.

VT: Estadio de transicion vegetativa o floracién masculina.
a: Alfa.

°: Grados.

°C: Grados centigrados.

%: Porcentaje.

pl: Microlitro.

MMOL: Micromoles.

MM: Micromolar.



RESUMEN

En maiz, bajo condiciones de alta productividad, tanto la estructura como la supervivencia del
canopeo determinan el maximo aprovechamiento de la radiacion incidente durante el crecimiento
del cultivo. Determinados caracteres, como el numero y tamafio de las hojas, su angulo de
insercion en el tallo y la altura de planta condicionan la penetracién y distribucion de la luz a través
de los estratos foliares y asi afectan la eficiencia con la cual es interceptada, mientras que el
retardo en la senescencia permite prolongar la produccion de fotoasimilados para el llenado de
los granos. El uso de estos atributos como rasgos secundarios en la seleccion de genotipos
mejorados para esos ambientes puede aumentar la eficiencia del proceso y el aprovechamiento
de la variabilidad genética asociada a estos rasgos en conjunto con el mapeo de QTLs permitiria
entender las bases genéticas que los controlan y mejorar por seleccién la eficiencia de la
captaciéon de luz en maiz. El objetivo de este trabajo fue estudiar las bases genéticas que
controlan la variabilidad de los caracteres ecofisiolégicos asociados con la captacién de radiaciéon
solar en una poblacion de lineas endocriadas recombinantes de maiz mediante la identificacion
de QTLs asociados a los mismos.

Como material vegetal se utilizé una poblacion de 151 RILs obtenida a partir del cruzamiento
entre las lineas parentales LP179 y L5605, las cuales difieren significativamente en los valores
medios de los caracteres asociados a la captura de luz. Se realizaron tres ensayos de evaluacion
fenotipica durante las campafas 2013/2014, 2014/2015 y 2015/2016. Se determiné la presencia
de variabilidad genotipica y el efecto de la interaccion genotipo x ambiente para cada uno de los
caracteres evaluados y se estimaron las heredabilidades en sentido estricto en base a medias de
familias endocriadas. Para la evaluacion genotipica se utilizaron marcadores moleculares SSR
que previamente resultaron polimdrficos entre las lineas parentales. Se construyé un mapa de
ligamiento genético con los SSR que presentaron segregaciones esperadas 1:1 para la poblacion
de RILs. Mediante los programas Win QTL Cartographer V 2.5 y QTL Network 2.0 se efectud la
busqueda de QTLs siguiendo los métodos de mapeo por Intervalo Compuesto, mapeo por
Intervalo Compuesto mediante un modelo lineal mixto y mapeo de caracteres multiples.

En la poblacién de RILs existié variabilidad genotipica significativa para todos los caracteres
evaluados y el efecto de la interaccién genotipo x ambiente fue significativo, indicando un
comportamiento diferencial de los genotipos ante los cambios de ambientes. Se obtuvieron
valores de heredabilidad elevados para todos los rasgos (mayores a 0,5), indicando una

importante contribucion de la variabilidad genotipica a la variacion fenotipica de los caracteres.



Con los marcadores que segregaron de acuerdo a las frecuencias esperadas se construyo un
mapa de ligamiento, mediante el cual se obtuvo una cobertura de 1319,9 cM y una distancia
promedio entre SSR de 12,8 cM.

Mediante el analisis de correlaciones y de sendero se determiné que el IAF fue el atributo
asociado a la arquitectura de canopeo que mayor relevancia tuvo en la generacién de biomasa y
rendimiento. Sin embargo no seria conveniente emplearlo en un esquema de seleccion indirecta
para mejorar el rendimiento, sino incorporarlo como caracteristica secundaria en un indice de
seleccion.

La evaluacion de una poblacion de mapeo generada a partir de germoplasma local y
genéticamente distante de las poblaciones reportadas en la literatura aporté nueva informacién
acerca de la arquitectura genética que controla a los caracteres asociados con captura de luz.
Los diferentes métodos de mapeo empleados permitieron identificar varias regiones gendémicas,
algunas de las cuales coinciden con otras previamente reportadas en trabajos previos, y nuevas
regiones que no habian sido identificadas. Algunos QTLs con estabilidad en su expresion a través
de ambientes, podrian elegirse en un esquema de seleccidn asistida por marcadores orientado a
aumentar la produccién de biomasa y el rendimiento potencial en ambientes locales, a través del
mejoramiento de los rasgos que determinan la eficiencia en la captura de luz, que se encuentran
bajo un control genético complejo, compuesto por QTLs de efecto mayor en conjunto con QTLs

de efecto menor.
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ABSTRACT

QTL Mapping of traits associated with light interception in maize (Zea mays L.)

Canopy architecture and its persistence in maize have effect in the capture of incident light during
crop season under high productivity conditions. The study of the genetic basis of these traits would
allow to define strategies aimed to the improvement of light interception by this crop. The objetive
of this study was the detection of genomic regions associated with plant and leaf architecture traits
and stay green in a population of 151 recombinant inbred lines derived from the cross of LP179 x
L5605. The population was phenotyped in three environments in 2013/2014, 2014/2015 and
2015/2016 growing seasons in INTA Pergamino. The genotypic analysis was performed with 150
polymorphic SSR markers and the linkage map was constructed with 103 markers showing
expected Mendelian 1:1 segregation. This map covered a total length of 1319,9 cM with an
average distance between markers of 12,8 cM. The population showed genotypic and genotype
by environment variances significant for all traits. Narrow sense heritabilities on the means of RIL
basis were estimated from components of variance and high values were obtained for all traits.
Genotypic correlations and path analysis indicated that leaf area index was the most relevant trait
associated with canopy architecture in the generation of high yield. Nevertheless, this trait should
be better used as a secondary or as a primary trait included in a selection index. By the different
approach of QTL mapping, several genomic regions were identified that coincide with previously
reported in the literature, and new regions that were not previously informed. The mapping
population with a local genetic background provided novel information about the genetic
architecture that controls the traits associated with light interception. Some QTLs with consistent
expression through environments could be useful in a marker-assisted selection program aimed
to increase potential yield in local environments through the improvement of traits associated with

light interception, which have a complex genetic control.

VI



1. INTRODUCCION

1.1. EL MAiz

1.1.1. CULTIVO Y DEMANDA

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos alimenticios mas antiguos que se conocen. Es una
especie diploide (2n = 20) perteneciente a la familia de las Poaceas, Tribu Maydeas y es la Unica
especie cultivada del género Zea. Se trata de una especie completamente domesticada que no
podria sobrevivir en forma salvaje, siendo absolutamente dependiente de los cuidados del
hombre (Galinat, 1988).

El maiz es una de las especies cultivadas mas productivas, de metabolismo C4 con una
alta tasa de actividad fotosintética y el mas alto potencial para la produccion de carbohidratos por
unidad de superficie y tiempo (Aldrich et al., 1975).

Actualmente es el segundo cultivo con mayor produccion a nivel mundial, después del trigo
(Triticum aestivum L.) y el primer cereal en rendimiento en grano por hectarea. En la campafa
2016/17 la produccion mundial alcanzé 1067 millones de toneladas en una superficie sembrada
de 177 millones de hectareas (https://www.produccionmundialmaiz.com). En nuestro pais, en la
misma campana la produccién fue de 38,0 millones de toneladas con un area sembrada de 5,8
millones de hectareas y un rendimiento promedio de 79,2 quintales por hectarea, siendo las
provincias de Cérdoba y Buenos Aires los principales nucleos de produccién, con 2,22 y 1,62
millones de hectareas sembradas respectivamente (Bolsa de Comercio de Rosario, 2017).

Es un cereal de importancia econdmica a nivel mundial ya sea como alimento humano,
para el ganado o como materia prima de un gran numero de productos industriales. Es cultivado
en una gran diversidad de ambientes de produccion, que abarcan desde la zona tropical hasta
los 58° de latitud norte en Canada y Rusia y los 40° de latitud sur en Argentina y Chile. Se clasifica
de acuerdo a la latitud y el ambiente en el que se cultiva. El maiz cultivado en los ambientes mas
calidos entre la linea ecuatorial y los 30° de latitud sur y los 30° de latitud norte es conocido como
maiz tropical, mientras que el cultivado mas alla de los 34° de latitud sur y norte es llamado maiz
de zona templada. Los maices subtropicales crecen entre las latitudes de 30° y 34° de ambos
hemisferios, no existiendo limites latitudinales o regionales rigidos que condicionen su

crecimiento (Paliwal, 2001). También puede ser clasificado en base a la constitucion del



endosperma del grano (duro o Flint, dentado, harinoso, ceroso, dulce y pop corn), en base a la
madurez y sus usos.

El consumo de maiz viene incrementandose aceleradamente. El rapido crecimiento de la
industria de etanol en Estados Unidos, la evolucién econdmica de los paises asiaticos, la
recuperacion de la industria aviar, los nuevos mercados y el aumento de la poblacién son algunas
de las razones que han llevado a que el consumo mundial haya crecido mas de 35% durante la
ultima década.

Para el afno 2030, se estima que la demanda mundial de maiz sera de aproximadamente
1500 millones de toneladas (datos y proyecciones de la FAO). En un contexto de aumento de la
demanda anual, sera necesario aumentar la produccion a una cantidad aproximada de 40
millones de toneladas por afio. Para garantizar el abastecimiento de la demanda las alternativas
que permitirian lograrlo son destinar mas superficie para el cultivo y aumentar los rendimientos.
Asumiendo que no habra un incremento sustancial en el area de produccion, para cubrir esta
demanda se necesitara una tasa de crecimiento anual en la produccién de 4 % aproximadamente.
El aumento de la produccién debera reducir la brecha entre los rendimientos potenciales y los
reales (Cassman et al., 2003; Fischer and Edmeades, 2010), principalmente a través de un mejor
aprovechamiento de los recursos (captura y uso) cuando estos se encuentran en condiciones

deficitarias.

1.1.2. ORIGEN Y EVOLUCION

El centro de origen del maiz esta en México, desde donde se difundié a todo el mundo a partir de
finales del siglo XV. Actualmente, los estudios moleculares que han llevado a la identificacion del
locus tga1 (arquitectura de gluma teosinte 1) que controla la arquitectura de la gluma, afirman
que el teosinte (Zea mays ssp. parviglumis) es el antecesor silvestre del maiz y que ha participado
directamente en el origen del maiz cultivado (Beadle, 1980; Dorweiler et al., 1993). Ademas,
existen evidencias que afirman que el origen del maiz involucré la mutacién de varios loci
importantes en las formas antiguas de teosinte y de ahi esos genes se trasladaron a estructuras

genéticas favorables bajo el efecto de numerosos /oci menores (Doebley, 1994).



1.1.3. CARACTERISTICAS BOTANICAS

El maiz se caracteriza por poseer un sistema radical fibroso, de buen crecimiento. Esta formado
por las raices seminales, que se originan de la semilla y comprende a la radicula y las raices
seminales laterales, y el sistema de raices nodales, que comienzan su elongacion a partir del
coleoptilo en el estadio V1 y a partir del estadio V6 se convierten en el principal sistema de raices
de la planta (Ritchie and Hanway, 1982; Nielsen, 2000).

La mayoria de los hibridos de maiz de climas templados poseen entre 17 y 22 hojas. Estas
estan compuestas por una lamina ensanchada en la base, un collar en la base de la lamina y una
vaina que envuelve a la hoja alrededor del tallo en el entrenudo.

El tallo esta formado por los entrenudos, las hojas insertas en los nudos, el profilo y el
meristema apical (Galinat, 1994). Cuando la planta alcanza el estadio V6, los entrenudos
comienzan a elongarse rapidamente y la planta pasa a través de un periodo de rapido crecimiento
y elongacion.

El maiz es una planta diclino monoica y por lo tanto desarrolla inflorescencias con flores de
un solo sexo que crecen en lugares separados de la misma. La inflorescencia femenina crece a
partir de las yemas apicales en las axilas de las hojas y la inflorescencia masculina se desarrolla
en el punto de crecimiento apical en el extremo superior de la planta. Inicialmente, ambas
inflorescencias tienen primordios de flores bisexuales, pero durante el proceso de desarrollo los
primordios de los estambres en la inflorescencia axilar abortan y lo mismo ocurre con los
primordios de los gineceos en la inflorescencia apical. La determinacion del sexo en esta especie
es un proceso complejo que involucra una interaccion entre determinantes genéticos,

ambientales y hormonales (Dellaporta and Calderén Urrea, 1994).

1.1.4. DESARROLLO DEL MAiz

En maiz, aunque usualmente se considera el comienzo de la fase reproductiva cuando la planta
comienza a liberar polen desde las anteras en la panoja y cuando emergen los estigmas de la
inflorescencia femenina, el comienzo de la fase reproductiva ocurre en el estadio V6 y prosigue
a través del proceso de diferenciacion y desarrollo de las inflorescencias masculina y femenina
previo a la visualizacion del polen liberado y de los estigmas emergidos (Nielsen, 2000). La fase
vegetativa es definida como el periodo en el cual se forman los primordios de las hojas a partir

del meristema apical, el cual es el punto principal de crecimiento de la planta. Las hojas se forman



en modulos conocidos como fitdmeros antes que la planta ingrese en la fase reproductiva. Cada
fitbmero consiste de una hoja, el meristema axilar y un entrenudo (Langdale, 2005). Esta fase
concluye luego de que los primordios de las hojas son formados, en el estadio V6. La fase
reproductiva es definida como el periodo en el cual comienza la formacion del primordio de la
panoja en el meristema apical y de los primordios de las espigas y concluye durante la madurez
fisiolégica del grano. Esta fase comienza con un rapido crecimiento de la planta hasta la
polinizacion y un aumento en la tasa de produccion de materia seca. Los tallos comienzan a
elongarse rapidamente y ocurre un aumento rapido en la altura de la planta, y las raices
incrementan su extensién resultando en un crecimiento rapido del sistema radical y una mayor
eficiencia en la toma de nutrientes.

La dispersion de polen y la emergencia de los estigmas representan el periodo mas critico
del crecimiento y desarrollo del maiz en términos de rendimiento potencial. El estadio de
crecimiento llamado VT ocurre cuando emerge la rama apical de la panoja. En este momento la
planta alcanza su maxima altura y la liberacion de polen por parte de la panoja podria comenzar
antes de que esta haya finalizado su emergencia. La dispersion de polen ocurre desde las
anteras, las cuales emergen de las glumas de cada una de las dos flores de las espiguillas de la
panoja. Los granos de polen son dispersados por el viento, por lo tanto se considera al maiz como
una especie de polinizacién anemdfila y aldégama, dado que la fecundacién es cruzada.

El periodo conocido como R1 comienza cuando emergen los estigmas de la inflorescencia
femenina. Cada ovario desarrolla su propio estigma, el cual debe ser polinizado para que el évulo
sea fertilizado y se desarrolle un grano. La elongacién de los estigmas comienza generalmente
siete o diez dias antes de su emergencia, en las flores basales de las espigas y prosigue hacia
las apicales, por lo tanto los estigmas basales emergen antes que los apicales.

La polinizaciéon ocurre cuando los granos de polen son transferidos por el viento hacia los
estigmas. Una vez depositado sobre estos, el grano de polen germina y desarrolla un tubo
polinico que contiene el material genético para fertilizar al 6vulo. Luego de dos o tres dias de
fertilizados los 6vulos, los estigmas colapsan y se desprenden.

Luego de la polinizacién y la fertilizacién comienza el desarrollo y llenado del grano. Este
periodo dura aproximadamente 60 dias hasta que los granos estan fisioldgicamente maduros.
Durante este periodo, el destino principal de los fotosintatos producidos por la planta sera la

espiga en desarrollo y procede a través de varios estadios (Ritchie and Hanway, 1982):



o Estado de grano ampolla (R2): Aproximadamente 15 dias después de la emergencia de
estigmas. Los granos poseen un aspecto blanco y con abundante contenido de agua. Los
estigmas adoptaron un color marrén y se secaron y comienza a acumularse almidon en
el endosperma. La radicula, el coleoptilo y la primera hoja embrionaria se han formado en
el embrién en desarrollo.

o Estado de grano lechoso (R3): Aproximadamente 22 dias luego de la emergencia de
estigmas. El grano adopta un color amarillo y con un fluido lechoso. El almidén continta
acumulandose en el endosperma. La divisién de las células del endosperma ha concluido
y el crecimiento se debe a la expansion celular y acumulacion de almidon.

o Estado de grano pastoso (R4): Aproximadamente 28 dias luego de la emergencia de
los estigmas. El fluido en el grano cambia hacia una consistencia pastosa debido a la
acumulacion de almiddn. En este estadio se han formado 4 hojas embrionarias.

o Estado de grano dentado (R5): Cerca de 42 dias luego de la emergencia de estigmas,
los granos comienzan a adoptar un aspecto dentado. La quinta hoja embrionaria y las
raices seminales laterales se forman en este estadio.

o Madurez fisiolégica (R6): Cerca de 60 dias después de la emergencia de estigmas. En
este momento los granos alcanzan su maximo peso seco y el contenido de humedad de

los mismos es de 30 por ciento aproximadamente.

Mientras que el periodo en el cual ocurre la polinizacidon es considerado el mas critico para
la determinacion del rendimiento, un estrés durante el periodo de llenado de granos puede
también ocasionar pérdidas de producciéon (Andrade et al., 1996). Estas pérdidas en rendimiento
pueden ser ocasionadas por un fijado de granos incompleto, produccién de granos con poco peso
seco o la muerte prematura de las plantas. La presencia de un estrés hidrico o nutricional podria
ocasionar el aborto de los granos en desarrollo durante los estadios R2 o R3, si la produccion de
fotosintatos para el llenado de los mismos es limitada. Si el estrés ocurre durante los estadios R4
o R5 podria afectar el peso de los granos debido a un incompleto periodo de llenado de los

mismos.



1.1.5. FISIOLOGIA DEL MAIz

En maiz, al igual que en el resto de los cultivos, la produccion depende de la intercepcion de la
radiacién solar y su conversion en biomasa. La cantidad de radiacion incidente que es
interceptada por el cultivo esta determinada por el area foliar, la orientacion de las hojas y la
duracion de su actividad fotosintética en el canopeo. El indice de area foliar (IAF) es la superficie
foliar fotosintéticamente activa por unidad de superficie de suelo y es importante para determinar
la cantidad de radiacion interceptada. La eficiencia de intercepcion de luz aumenta en respuesta
a un incremento del IAF hasta un valor cercano a 4, en que se alcanza una eficiencia cercana al
95% de la luz incidente (IAF critico). Incrementos adicionales en el IAF tienen poco efecto en la
intercepcion de luz en maiz (Lafitte, 2001). La densidad de siembra es un factor determinante del
IAF y de la intercepcion de la radiacion, en la que también inciden el numero de hojas verdes por
planta, la distancia entre los surcos de siembra y la orientacidon de las hojas en el espacio, esto
ultimo determinado por el angulo de insercion vertical de las hojas sobre el tallo.

La cantidad de radiacion interceptada a lo largo de todo el periodo de cultivo depende del
tiempo requerido para alcanzar la intercepcion maxima (IAF critico) y también de la duracion del
area foliar verde. Determinados factores ambientales, como el déficit hidrico y la baja
disponibilidad de nutrientes pueden reducir la expansién de las hojas (Muchow, 1994) afectando
este proceso.

Hay una amplia y altamente heredable variacién genética para el angulo de insercion de la
hoja en maiz (Lafitte, 2001). Los estudios de simulacion indican que hojas superiores erectas
combinadas con hojas horizontales inferiores dan lugar a una mayor captacién de radiacién por
parte del canopeo (Pearson and Hall, 1984). Las hojas erectas por encima de la espiga permiten
una mayor iluminacién de las hojas que la rodean, obteniendo un beneficio adicional de esta
arquitectura foliar. La intercepcion de luz de las hojas inferiores es importante para la continua
absorcion de nutrientes durante la etapa de llenado de los granos y también es favorecida por la
arquitectura de hojas erectas en la parte superior de la planta.

El rendimiento en maiz depende de la cantidad de biomasa que se distribuye al grano.
Esto se refleja en el indice de cosecha (IC) que es la masa de granos como proporcion del total
de biomasa que el cultivo tiene sobre la tierra. El IC de los maices de zona templada ya era alto
en los materiales cultivados en el afio 1930 (cerca de 0,45) por lo que el mejoramiento posterior

se ha obtenido sobre todo por el incremento de la biomasa y no del IC (Lafitte, 2001).



1.1.6. FACTORES QUE DETERMINAN LA PRODUCTIVIDAD EN MAiz

El rendimiento de los cultivos esta determinado por su potencial genético y el impacto del
ambiente sobre su capacidad de crecimiento y particion de materia seca hacia destinos
reproductivos (Andrade et al., 1996). El rendimiento por unidad de superficie esta condicionado
por el numero de individuos capaces de producir rendimiento en grano. La biomasa producida
por cada individuo refleja la disponibilidad de recursos durante la estacion de crecimiento y se
asocia con el rendimiento.

Los rendimientos de maiz crecieron en forma sostenida en las ultimas décadas. La notable
mejora genética lograda fue en buena medida responsable de ese crecimiento, acompanada por
mejoras en el manejo de los cultivos (fertilizacién, herbicidas, mecanizacién). No obstante, los
rendimientos medios que se alcanzan actualmente estan aun distantes de los rendimientos
maximos obtenibles (Salvagiotti, 2009). Estas brechas entre los rendimientos reales y los
potenciales pueden reducirse a partir de un mejor entendimiento de los procesos y mecanismos
involucrados en la determinacion del rendimiento del cultivo. Al aplicar la maxima tecnologia
disponible, la limitante para alcanzar los rendimientos potenciales la imponen factores
ambientales no controlables como son la radiacion solar y la temperatura (Muchow et al., 1990).

Al igual que en la mayoria de los cultivos, en maiz existe una estrecha relacion entre el
rendimiento y la produccidon de biomasa aérea, la cual depende a su vez de la cantidad de
radiacidn solar disponible, de la capacidad del canopeo para interceptarla y de la eficiencia con
que el cultivo convierte la radiacion capturada en biomasa vegetal, siempre y cuando no existan
limitaciones hidricas, nutricionales o sanitarias (Cirilo et al., 2012).

La produccion de fotoasimilados de un cultivo puede ser expresada en términos de su

eficiencia para aprovechar la radiacion solar incidente en la produccién de biomasa:

B =Rn* e * EUR (1)

donde B: biomasa del cultivo (g.m?); Ric: radiacion incidente (MJ.m?); e eficiencia de
intercepcion de la radiaciéon (fraccion de 1); EUR: eficiencia en el uso de la radiaciéon (g.MJ™")
(Andrade et al., 1996; Carcova et al., 2003).

El rendimiento en maiz esta predominantemente asociado con el numero de granos por
unidad de superficie en la cosecha, variando mas que el peso del grano en respuesta a las

fluctuaciones de las condiciones ambientales. Por lo tanto, el entendimiento de los mecanismos



que determinan aquel factor puede ser muy importante para el mejoramiento (Andrade et al.,
2000). El periodo que rodea a la floracién, conocido como periodo critico, es cuando el numero
de granos fijados es mas susceptible a un estrés, por lo tanto el estado fisiolégico del cultivo en
este estadio es primordial para el fijado de granos. El numero de granos fijados es mas afectado
por las condiciones ambientales que por el numero de espiguillas diferenciadas (Otegui, 1995) y
por el grado de diferenciacion floral alcanzado por estas, por lo tanto, las condiciones
desfavorables en este periodo pueden causar una reduccion en el numero viable de granos por
espiga (Cirilo and Andrade, 1994). Esta disminucion en el crecimiento de los granos esta
relacionado con una disminucién en la oferta de asimilados para los granos en desarrollo.
Ademas, se ha observado que la radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAI) por el
cultivo en el periodo critico, o cercano a la floracion femenina, es una variable determinante del
numero de granos (Andrade et al., 2000), existiendo un valor umbral de RFAI y de la tasa de
crecimiento por planta (Andrade et al., 1999) por debajo del cual la planta no puede fijar granos.
Varios autores establecieron que existe una relacion curvilinea entre estos factores, que hace
gue también por encima de un determinado valor de RFAI y de la tasa de crecimiento de la planta
no se produzcan mas aumentos en el numero de granos debido a la limitada capacidad intrinseca
de la planta para fijar granos (Andrade et al., 1999, 2000). Ademas de los factores mencionados
anteriormente, la duracién del periodo critico para el fijado de granos también afecta el
rendimiento. Cantarero et al (1999) observaron que el incremento de la temperatura nocturna no
afectd la tasa de crecimiento, pero redujo el fijado de granos debido a una menor duracion del
periodo critico. Esto es debido a que las mayores temperaturas nocturnas acortan la duracién de
la etapa y disminuyen la cantidad de dias para interceptar la radiacién incidente durante el periodo

critico afectando la cantidad de energia disponible para el fijado de granos.

1.1.6.1. RADIACION INCIDENTE

La radiacion incidente varia con la ubicacion geografica (latitud) y con la época del afio, y ciertas
practicas de cultivo como la eleccién de la fecha de siembra y la duracion del ciclo del genotipo
permiten maximizar su aprovechamiento. De la radiacion total incidente, solo la fraccion
fotosintéticamente activa (RFA) del espectro visible (ubicada entre 400 y 740 nm) es aprovechada
por el cultivo (Carcova et al., 2003). Basado en el espectro solar promedio medido en la superficie

de la Tierra, la proporcion de energia solar total dentro de la banda fotosintéticamente activa es



de un 48,7 %, por lo tanto menos de la mitad de la radiacion solar incidente esta disponible para
la fotosintesis de las plantas superiores (Zhu et al., 2008).

La fijacion de dioxido de carbono por las plantas responde a las fluctuaciones en la
densidad del flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) y la produccion de materia seca depende de
la habilidad para la utilizacion de la luz. Este comportamiento es dependiente principalmente del
IAF y también del arreglo espacial de las hojas en el canopeo, la morfologia y la anatomia de
estas, la elevacion del sol, los cambios en la calidad y en la reflectividad de la DFFF dentro del
canopeo (Aquino Portes and Cabral de Melo, 2014). Cuando el FFF penetra en el canopeo,
disminuye de manera exponencial, dependiendo del nimero de hojas, por lo tanto, la fotosintesis
va a depender tanto de la DFFF absorbido por las hojas y de su distribucion en el canopeo. A su
vez, los cambios en el IAF son dependientes de diversos factores, como las condiciones

climaticas y la disponibilidad de agua y nutrientes.

1.1.6.2. INTERCEPCION DE LA RADIACION

La cantidad de radiacion absorbida por el cultivo de maiz varia en funcién de la eficiencia de
intercepcion del canopeo, la cual esta relacionada con el area foliar del mismo y el coeficiente de
extincién de la luz (k), el cual depende de la estructura del canopeo en lo que se refiere a la
cantidad, forma e inclinacion de las hojas (Bergamaschi et al., 2010) y describe la atenuacién de
la luz como una funcion del indice de area foliar. Las alteraciones en el coeficiente de extincion
para un valor dado de IAF promueven alteraciones en la radiacién solar interceptada y en la
eficiencia de conversidn de la misma en biomasa y, por lo tanto, en la acumulacion de esta ultima
(Lindquist et al., 2005).

En general, se acepta que la proporcién de RFA interceptada por un canopeo se relaciona

con el IAF a través de la siguiente funcién de tipo exponencial:

fRFAI = a (1 - " 1AF) 2)

donde fRFAI: fraccion de RFA interceptada por el canopeo; a: valor del “plateau” o techo; k:
coeficiente de extincion; IAF: indice de area foliar (Maddonni and Otegui, 1996).

Los dos procesos claves en la instalacion del canopeo son la elongacion del tallo y el
despliegue de las hojas, los cuales afectan la distribucion vertical del area foliar, la intercepcion

de la luz y la eficiencia en el uso de la radiacion (Birch et al., 2006). Las reducciones en el area



foliar reducen la intercepcion de luz y el crecimiento, disminuyendo en ultima instancia el

rendimiento.

1.1.6.2.1. ARQUITECTURA DEL CANOPEO

El indice de area foliar, el angulo de insercion vertical de las hojas sobre el tallo y la orientacién
de las hojas en el espacio son los parametros principales que caracterizan al canopeo de un
cultivo (Liu et al., 2011). Estos atributos son afectados por determinadas practicas agronémicas,
como el espaciamiento entre surcos, la densidad de siembra y la eleccion del genotipo. .

El numero de hojas y la proporcidon de hojas por encima y por debajo de la espiga, son dos
factores que influyen en la arquitectura del canopeo. Una proporcién éptima de hojas por debajo
y por encima de la espiga es importante para el desarrollo de una arquitectura de planta apropiada
para aumentar la eficiencia fotosintética (Li et al., 2016a). El nUmero total de hojas producido por
las plantas es definido por la transicion floral del meristema apical (McSteen et al., 2000). Varios
mutantes de maiz con transicion floral retrasada han sido caracterizados y todos producen un
mayor numero de hojas con respecto a los genotipos normales (Subedi and Ma, 2005).

El canopeo es una estructura compleja resultante de un determinado arreglo espacial de
las hojas de los individuos de un cultivo. Actua como captador de la radiacioén y su estructura
ejerce influencia sobre la temperatura y la concentracién de vapor de agua en el ambiente que
rodea a la planta, afectando los procesos de fotosintesis, transpiracion y crecimiento
(Montemayor Trejo et al., 2006). La penetracién y atenuacién de la luz en el cultivo de maiz, en
altas densidades de siembra, depende de la arquitectura del canopeo y es uno de los factores
mas importantes que afecta la productividad. Las practicas de cultivo orientadas a mejorar la
intercepcion de radiacion (manipulando la densidad de siembra y el espaciamiento entre surcos)
afectan la arquitectura del canopeo al modificar el tamafo de las hojas, su orientacién e insercion
en el tallo y la senescencia de las mismas (Maddonni et al., 2001). En altas densidades de
siembra, una disposicion foliar mas erectdfila puede incrementar la tasa de crecimiento del cultivo
y la eficiencia en el uso de la radiacion debido a una distribucion luminica mas homogénea entre
los diferentes estratos foliares (Duncan et al., 1967).

La eficiencia de intercepcion de la luz por parte del canopeo es uno de los factores mas
importantes a tener en cuenta para mejorar la produccién, la cual se ve incrementada a través de
mayores densidades de siembra. El cambio espacial y temporal del angulo de las hojas, el cual

afecta la habilidad de la planta para sobrevivir, capturar luz y reproducirse (Ku et al., 2011) es un
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factor importante que influye sobre aquella eficiencia. La importancia de estos factores en la
produccién actual de maiz es confirmada por las modificaciones que han ocurrido en la
arquitectura de la planta, producto de los ultimos 50 afios de mejoramiento, con la aparicién de
canopeos con hojas mas erectas (Duvick, 2005) y una reduccion en el tamafio de la panoja
(Fischer and Edmeades, 2010). La distribucién del area foliar y el angulo de insercién foliar
determinan la eficiencia en la intercepcion de la radiacion fotosintéticamente activa y por lo tanto
influyen en la fotosintesis del canopeo y en la produccion (Ku et al., 2012).

Tanto en modelos de simulacion (Duncan, 1971) como en experimentos de campo (Pepper
et al., 1977) se ha demostrado que los hibridos con hojas orientadas mas verticalmente poseen
ventajas de produccion. Por lo tanto, una apropiada arquitectura de la hoja influye en la morfologia
del canopeo y permite un aumento en la captura de la luz mediante la fotosintesis, actuando como
reservorio de nitrégeno para el llenado del grano y a su vez permitiendo una mayor densidad de
siembra con un mayor indice de area foliar (Sinclair and Sheehy, 1999), todos ellos factores que
aumentan la produccion. El patron de hojas verticales en la parte superior y horizontales en la
parte inferior del canopeo permite que las hojas superiores intercepten menos radiacién y dejen
pasar mas luz hacia las hojas inferiores, logrando una distribucion de la radiacidon mas equilibrada
sobre el total del area foliar. Por lo tanto, el angulo de insercion de las hojas podria ser una de
las muchas caracteristicas consideradas en un programa de mejoramiento (Montemayor Trejo et
al., 2006). El mejoramiento de maiz con una arquitectura de hoja optimizada disefada para altas
densidades de siembra es una de las estrategias para aumentar la productividad de este cultivo
(Ku et al., 2010).

1.1.6.2.2. ARQUITECTURA DE LA PLANTA

La arquitectura de la planta es un caracter complejo que depende principalmente de su altura, la
ubicacién del nudo de insercién de la espiga, el numero y la longitud de los entrenudos del tallo.
La produccion de biomasa y el rendimiento de grano dependen de la arquitectura de planta debido
a que sus componentes reflejan la conformacién espacial del canopeo y condicionan la capacidad
de intercepcion de la radiacion y la tolerancia al estrés asociado a situaciones de una alta
densidad de plantas. Para variedades especificas de maiz, la altura de planta bajo ciertas
circunstancias podria estar asociada con un mayor numero de entrenudos y una menor altura de

la espiga, logrando una resistencia mayor al vuelco (Zhou et al., 2016). Por lo tanto, durante el
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desarrollo de cultivares para el mejoramiento de maiz es necesario optimizar estos componentes
de la arquitectura de la planta para evitar pérdidas en el rendimiento.

La longitud de los entrenudos es uno de los caracteres importantes que condiciona a la
arquitectura de planta, dado que afecta a la altura total y la altura de insercion de la espiga. Cierta
homogeneidad en la longitud de los diferentes entrenudos, principalmente por encima de la
espiga, contribuye a optimizar la arquitectura de canopeo 6ptima, la eficiencia fotosintética y el
rendimiento (Ku et al., 2015).

El acortamiento de los entrenudos por debajo de la espiga aumenta la resistencia
mecanica al vuelco (Cao et al., 2006; Lu et al., 2008). Ademas, se ha observado que el incremento
en la longitud de los entrenudos alrededor de la espiga mejora la diferenciacion de las mismas,
resultando en espigas de mayor longitud y con mayor peso del grano (Cao et al., 2006). Por otra
parte, el incremento en los entrenudos por encima de la espiga mejora la ventilacion y la
penetracién de la luz en el canopeo y aumenta la fotosintesis en los estratos medios e inferiores
de las hojas asi como la eficiencia en la utilizacion de la radiacion de la planta completa (Guo et
al., 2005).

1.1.6.3. SENESCENCIA

Este proceso es una fase terminal en el desarrollo de cada érgano, que incluye a las hojas, los
tallos, las flores y los frutos. Esta influido por perturbaciones ambientales o enddégenas que
activan o aceleran las diferentes etapas del mismo, que son la iniciacion, degeneracion y la fase
terminal (Noodén et al., 1997). En maiz, comienza antes que las hojas estén completamente
desplegadas, previo a la floracién y progresa a una tasa mayor durante el periodo de llenado de
granos (Borras et al., 2003). Se ha visto que la duracion del area foliar verde depende de la
disponibilidad de asimilados para sostener el crecimiento de los granos durante el periodo de
postfloracion. El perfil vertical de la senescencia foliar en esta especie se caracteriza por la
aparicion inicial de los sintomas en las hojas basales, los cuales avanzan en direccidn acrépeta.
Posteriormente, durante el llenado de granos, las hojas mas apicales comienzan a senescery la
aparicion de los sintomas prosigue en direccion basipeta. De esta manera, ocurre un proceso de
muerte simultanea de hojas en direccion acrépeta y basipeta en la planta, el cual finaliza con las
hojas centrales, cercanas a la espiga (Valentinuz y Tollenaar, 2004).

Thomas (1992) propuso que la senescencia es activada tanto por una disminucién como

por un exceso de asimilados en la planta y definidé un valor de disponibilidad de asimilados entre
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dos umbrales, superior e inferior, en los cuales la senescencia no se activa. Rajcan y Tollenaar
(1999) establecieron una relacion fuente-destino 6ptima que maximiza la duracion del area foliar
verde. Cuando esta relacion se encuentra por debajo de un valor umbral, la demanda de nitrogeno
por los granos en crecimiento genera una deficiencia de nutrientes lo cual acelera la senescencia,
debido a la removilizacién de nitrégeno desde las estructuras vegetativas hacia las reproductivas.
En cambio, una relacién fuente-destino alta activa la senescencia en respuesta a la acumulacion
de carbohidratos no estructurales, generando una inhibicion de la fotosintesis. La densidad de
siembra afecta aquella relaciéon fuente-destino a través de su efecto sobre el area foliar por planta,
la cantidad de luz interceptada por las mismas y el nUmero de granos por planta. Todos estos
atributos disminuyen en respuesta al aumento de la densidad (Maddonni et al., 2001). El efecto
de este factor sobre la senescencia esta relacionado con la distribucién de la luz dentro del
canopeo. El maiz cultivado a altas densidades de siembra muestra una mayor atenuacién de la
luz dentro de los diferentes estratos foliares y esto afecta el perfil vertical del contenido de

nitrogeno foliar en el cultivo (Borras et al., 2003).

1.1.7. MEJORAMIENTO GENETICO DE MAIiz

Un factor clave en los aumentos de rendimiento a lo largo de los afos ha sido la densidad de
siembra, dado que el rendimiento aumenté mas rapidamente a altas densidades. Junto a este
incremento en el rendimiento se han observado cambios en varios caracteres de la planta y
determinantes fisioldgicos. Duvick et al (2004) reportaron que en Estados Unidos, los avances en
el rendimiento estuvieron asociados con un incremento en el nimero de espigas cada 100
plantas, una disminucion en el angulo vertical de insercion foliar, un aumento de la duracién del
area foliar verde en postfloracion, una disminucién en el intervalo antesis-silking (ASI) y una
disminucion en el tamafio de la panoja, pero no han observado cambios en el indice de cosecha.
El aumento en la biomasa total acumulada debido a una tasa de fotosintesis alta durante el
llenado de los granos y una mayor particion de asimilados durante el periodo de fijacion de granos
han sido los determinantes fisiolégicos méas importantes del aumento en el rendimiento (Tollenaar
and Lee, 2006). Los efectos de la particion de asimilados son reflejados en un mayor nimero de
granos por unidad de area debido a una menor proporcién de plantas estériles, mas que por un
mayor numero de granos por espiga.

En Estados Unidos, el rendimiento en granos de maiz aumentdé desde aproximadamente
1300 kg.ha' en 1939 hasta 7800 kg.ha™' en 2005, a una tasa aproximada de 99 kg.ha™.afio™.
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Este incremento fue acompafiado por un aumento en la tolerancia al estrés abidtico. Esta mayor
tolerancia al estrés ha logrado que se mantenga un balance equilibrado en la relacién fuente-
destino, dado que el efecto del estrés sobre el cultivo es generar un desbalance en esta relacion
(Lee and Tollenaar, 2007). Sin embargo, estos incrementos en el rendimiento no se deben
solamente al mejoramiento genético, dado que han ocurrido cambios en las practicas
agronomicas durante los ultimos 70 afos, que en combinacion con el mejoramiento han
contribuido al progreso total del rendimiento.

El rendimiento de los hibridos de maiz en Estados Unidos, liberados en 1930 y 1990, no
diferia cuando se los cultivaba en un ambiente de baja densidad de siembra, en el que la
competencia por la radiacion solar incidente, los nutrientes y el agua es minima (Duvick, 1997).
Pero al aumentar la densidad de siembra el rendimiento por unidad de area aumentaba en un
160% en los hibridos liberados en 1990, mientras que en los hibridos de 1930 permanecia
constante. Por lo tanto, la disminucion en el rendimiento por planta al aumentar la densidad y, por
lo tanto, la competencia entre plantas, fue mucho menor en los hibridos liberados en 1990 con
respecto a los de 1930 en condiciones de recursos limitantes.

Durante los afios en los que se efectué el mejoramiento de maiz se ha observado un
aumento en la acumulacién de materia seca, como resultado de cambios en la intercepcion de
luz, debido a un mayor indice de area foliar, cambios en la eficiencia en el uso de la radiacion
debido a hojas mas erectdfilas y una mayor persistencia del area foliar verde y de la fotosintesis
durante el periodo de llenado de granos.

El incremento en la tolerancia a las altas densidades de siembra ha permitido el aumento
del IAF desde 2,4 m2.m? en 1930 hasta 4,8 m>.m= en el afio 2000. Este incremento se ha
traducido en aumentos de aproximadamente un 20% en la intercepcion de luz (Duvick et al.,
2004). Varios genes con efecto sobre la longitud y el ancho de la hoja, los cuales determinan el
area foliar, fueron identificados (Li et al., 2015). El efecto de un mayor indice de area foliar sobre
la intercepcién de luz es compensado, en parte, por un angulo de insercién foliar mas erectofilo.
La combinacion de un indice de area foliar mayor y un angulo de insercion foliar erectéfilo ha
resultado en un incremento de 14%, aproximadamente, en la capacidad de intercepcion de luz
de los hibridos modernos (Duvick et al., 2004).

En Argentina, la mayor parte de la produccion de maiz se lleva a cabo en climas templados
y se cultivan hibridos con una madurez relativa de 118 a 124 aproximadamente (Luque et al.,
2006). En los ultimos 38 afos de mejoramiento se ha obtenido una ganancia genética de 105
kg.ha".afio™ entre1979 y 1992 (Eyhérabide et al., 1992) y de 249 kg.ha'afio™ entre 1988 y 1998
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(Eyhérabide and Damilano, 2001). Este dultimo incremento durante la segunda década
probablemente se asocia con la introduccidn de los hibridos simples en el pais durante los afios
"90. Por su parte, Luque et al (2006) determinaron una ganancia genética de 132 kg.ha™.afio™ en
un experimento de dos afios con siete hibridos que comprendié el periodo 1965-1997 en la
Estacion Experimental Agropecuaria INTA Pergamino. Diversos estudios sugieren que los
hibridos nuevos liberados en nuestro pais poseen una mayor produccion de biomasa (Andrade
et al., 1996), un mayor indice de cosecha (Echarte and Andrade, 2003) y un mayor niumero de
granos por planta por unidad de tasa de crecimiento (Echarte et al., 2004). Esto ultimo significa
que poseen una tasa de crecimiento umbral menor para comenzar a fijar granos y producen un
numero de granos potenciales mayor en condiciones de alta disponibilidad de recursos por planta.
Una mayor particion de materia seca a la espiga y una eficiencia mayor en el fijado de granos por
unidad de tasa de crecimiento de la espiga durante el periodo critico son los procesos fisioldgicos
gue contribuyeron a un mayor numero de granos por planta por unidad de tasa de crecimiento de
la planta (Vega et al., 2001). Luque et al (2006) determinaron que el mejoramiento en maiz logré
aumentar la tasa de crecimiento del rendimiento en grano en respuesta a altas densidades de
siembra y también en condiciones potenciales (rendimiento por planta), de manera contraria a lo
ocurrido en Estados Unidos, donde no se detecté un mejoramiento en el rendimiento potencial
en condiciones de bajas densidades de siembra. Ademas, estos autores observaron que el mayor
numero de granos estuvo correlacionado con una mayor produccion de biomasa en postfloracion.
También observaron una ganancia genética en el indice de cosecha, debido al mejoramiento en
condiciones potenciales y una menor disminucién en respuesta a un aumento en la densidad de
plantas. Este incremento en el indice de cosecha estuvo asociado principalmente a un mayor
incremento en los componentes numéricos del rendimiento (nUmero de granos y peso del grano)
con respecto a la biomasa aérea (Echarte et al., 2013). A su vez, reportaron una mayor fuente de
asimilados durante el llenado de granos como consecuencia de una mayor intercepciéon de la
RFA debido a una mayor persistencia del area foliar verde.

Los mayores rendimientos de los hibridos nuevos podrian ser el resultado de un incremento
en la captura y en el uso de los recursos. En condiciones no limitantes, el rendimiento puede ser
expresado como el resultado del producto de la radiacion interceptada, la eficiencia en el uso de
la radiacion para la produccion de biomasa y el indice de cosecha (Echarte et al., 2013). Luque
et al (2006) reportaron un incremento en la radiacion interceptada acumulada para los hibridos
de Argentina liberados entre 1965 y 1977, el cual fue atribuible principalmente a una mayor

intercepcion durante el periodo de llenado de granos.
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1.1.7.1. MEJORAMIENTO DE LA INTERCEPCION DE LA RADIACION EN MAIz

El aprovechamiento de la variabilidad genética existente dentro de una especie en términos de
indice de area foliar, arquitectura del canopeo y proporcion de la radiacion incidente que
intercepta el cultivo, representa una oportunidad para los programas de mejoramiento orientados
a aumentar el rendimiento. En maiz, el mejoramiento genético de la eficiencia en la captacion de
luz depende del mejoramiento de sus caracteristicas componentes, tales como la duracion del
area foliar verde, el angulo de insercion foliar y el indice de area foliar.

Como resultado de la seleccion, en los ultimos afios se han obtenido hibridos que poseen
una tasa de crecimiento mayor, debido a una mayor eficiencia en el uso de la radiacion,
principalmente durante el periodo de llenado de granos, debido a un mayor |IAF, mayor duracion
del area foliar verde y hojas con un angulo de insercion mas erecto (Fischer and Edmeades,
2010). Sin embargo, estos incrementos en caracteristicas fisiolégicas no se han producido como
resultado del mejoramiento dirigido a las mismas, sino como respuesta indirecta a la seleccion
por rendimiento de grano.

El mejoramiento genético en el caracter stay green ha sido efectuado en los ultimos 70
afos en Estados Unidos. Estos genotipos se caracterizan por poseer un retraso en el comienzo
de la senescencia y un mantenimiento del area foliar verde durante el periodo de llenado de
granos (Lee and Tollenaar, 2007). Jiang et al (2004) establecieron una clasificacion para los
genotipos stay-green en dos grupos: stay-green funcionales y no funcionales. Los genotipos
funcionales han recibido mucha atencion debido a su capacidad fotosintética incrementada en el
estadio final del crecimiento de la planta y la consecuente mayor produccién de granos, mientras
que los genotipos no funcionales se caracterizan por carecer de actividad fotosintética aunque
las hojas permanecen verdes en el estadio final del desarrollo. EI mejoramiento genético y la
seleccion de genotipos stay green funcionales es evidente por la menor disminucion de la
fotosintesis durante el periodo de llenado de granos de los hibridos modernos con respecto a los
anteriores (Tollenaar et al., 2000).

El mejoramiento en el angulo de insercion foliar se ha efectuado a lo largo de los ultimos
afios en Estados Unidos como resultado de la seleccién de materiales que mostraban un alto
rendimiento en condiciones de alta densidad de siembra. Como resultado de esta seleccion se
obtuvieron hibridos con un angulo de insercién foliar mas erectdfilo, principalmente en las hojas
que se encuentran por encima de la espiga (Duvick, 2005). En cambio, en nuestro pais, no se

observd un cambio significativo en el angulo de insercion foliar, dado que no se detectaron
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cambios en el coeficiente de atenuacién de la luz ni en la distribucién de la luz en el canopeo
durante los ultimos afios de mejoramiento (Echarte et al., 2013). Varios grupos de investigacion
han identificado genes que controlan este caracter. Ku et al (2011) clonaron el gen ZmTAC1
presente en el cromosoma 2, ortélogo de OsTACT de arroz y confirmaron que este afecta el
angulo de insercién foliar. Observaron que los cambios en su patron de expresién ocasionaban
modificaciones en el angulo de insercidn en las lineas experimentales con las que realizaron el
estudio. Los maximos picos de expresion llevaban a la aparicion de fenotipos con hojas mas
expandidas e identificaron una mutacion de un solo nucleétido en la regién 5°-UTR (regién 5° no
traducida) de este gen, la cual afectaba el patrén de expresion y era responsable de los cambios
en el angulo de insercion entre las lineas con hojas erectas y expandidas.

Ku et al (2012) encontraron que los genes liguleless1 (Ig1) y liguleless2 (Ig2), cuyos
mutantes se conoce que afectan el angulo de insercion foliar en maiz, estaban localizados en un
intervalo correspondiente a QTLs identificados sobre los cromosomas 2 y 3. Los mutantes /g7 no
poseen ligula, lo cual ocasiona un fenotipo con hojas mas erectas, mientras que los individuos
con mutaciones en el gen /g2 muestran un aumento en la produccion de granos en hibridos de
maiz (Pendleton et al., 1968; Lambert and Johnson, 1978). El gen Ig1 codifica para una proteina
localizada en el nucleo involucrada en la induccién de la ligula y la auricula. La expresion de este
gen es requerida para la formacion de estas estructuras y cuando no se expresa la ausencia de
estas hace que las hojas muestren un habito mas erectdfilo (Moreno et al., 1997). El gen Ig2
codifica para un factor de transcripcidén que se expresa en el meristemay en la ligula en desarrollo
y se ha observado que la acumulacion de ARN mensajero correspondiente a este gen precede a
la acumulacion del transcripto correspondiente al gen Ig7 (Walsh et al., 1997) y que estos genes
actuan en un circuito comun de accion (Harper and Freeling, 1996). Otro de los genes candidatos
que estos autores reportaron que se encontraba dentro de un intervalo de un QTL es el gen
dwarf4 en el cromosoma 1, afectando el angulo de insercién de las hojas. En arroz, este gen
ocasiona fenotipos con leve enanismo y hojas erectas (Sakamoto et al, 2006). Ademas,
identificaron el gen kan3 en un intervalo correspondiente a un QTL en el cromosoma 1, que
también afecta el angulo de insercion. Este gen pertenece a una familia de factores de
transcripcién y promueven la identidad abaxial tanto en especies dicotiledoneas como en maiz
(Kerstetter et al., 2001).

Kong et al (2017) mostraron que la auricula, la cual forma parte de la region ligular de la
hoja, es una estructura fundamental para la determinacion del angulo de insercion foliar. La region

ligular esta formada por la vena media, la auricula y la ligula y su funcién es unir la vaina de la
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hoja con la lamina. Estos autores detectaron una correlacion positiva entre el angulo de insercion
foliar y el angulo formado por la auricula en la region ligular, ademas de una correlacién positiva
entre el angulo de la hoja con el tamafo de esta estructura. Mediante analisis de expresion
identificaron varios genes asociados con la division celular durante el desarrollo de esta estructura
y observaron que las diferencias en el angulo de insercion foliar se debian a una expresion
diferencial de estos genes. A su vez, detectaron genes que codifican para enzimas que actuan
durante el proceso de elongacion celular, tales como glicosil hidrolasas y expansinas, que
mostraban una elevada expresion durante el estadio medio de desarrollo de la auricula. Estos
autores concluyeron en que una regulacion diferencial de la divisién y elongacion celular durante
el desarrollo de la auricula puede producir diferencias en el angulo de insercion foliar.

El IAF es otro rasgo asociado a la captura de luz que ha estado sujeto a mejoramiento
durante los ultimos afios. Como resultado de esto, se obtuvieron hibridos que poseen un mayor
IAF, pero no debido a un aumento en sus caracteristicas componentes (area foliar por planta),
sino a causa de un aumento en las densidades de siembra. De hecho, tanto el numero de hojas
por planta como el tamano de las mismas no han sido modificados significativamente (Duvick,
2005).

Al seleccionar genotipos con una arquitectura foliar, de raiz, del tallo y de la espiga
adecuada, se podrian obtener genotipos con una arquitectura de planta ideal que podrian
maximizar la captura y el uso de la energia solar en todos los estadios de crecimiento y maximizar
el rendimiento por unidad de area (Ku et al., 2015).

En maiz, la mayor parte de la investigacion sobre los determinantes fisioldgicos del
rendimiento, como captura de luz, eficiencia en el uso de la radiacién y particion de biomasa ha
sido realizada en hibridos, siendo mas escaso el conocimiento al respecto para otro tipo de
filiales. En lineas endocriadas es menor la disponibilidad de informacién para los atributos
mencionados, mucho menos en lo que hace a una poblacién generada con fines de mapeo
molecular a partir de germoplasma desarrollado localmente (D’Andrea et al., 2006, 2009, 2013,
2016; Mirabilio et al., 2010; Munaro et al., 2011a, 2011b; Amelong et al., 2015).

La identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL) mediante marcadores
moleculares podria ampliar el conocimiento de las bases genéticas que controlan la variacion de
los caracteres asociados a la captacién de luz en maiz. El empleo de marcadores moleculares y
las plataformas gendmicas ofrecen oportunidades para descubrir, seleccionar y clonar QTLs que

controlan los componentes importantes de la arquitectura del canopeo en maiz.
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1.2. MAPEO DE QTLs

La mayoria de los caracteres de importancia agrondémica y econémica son controlados por la
expresion de muchos genes, cada uno de los cuales tienen un efecto sobre el valor fenotipico
final del mismo. A estos caracteres se los denomina cuantitativos dado que poseen una
distribucion continua y no son clasificados en clases discretas como los caracteres cualitativos.
Estos poseen una herencia compleja que incluye efectos y variancias de aditividad, dominancia,
epistasis, ligamiento y de interaccién entre los efectos genéticos y ambientales (Hallauer et al.,
2010).

Las regiones gendmicas que contienen genes asociados con una caracteristica cuantitativa
se conocen como loci de caracteres cuantitativos (QTLs) (Doerge, 2002). El mapeo de QTLs es
un proceso mediante el cual se pueden identificar y localizar esas regiones gendmicas. Este
método hace uso de marcadores moleculares, que representan sitios de variacion en el genoma,
ligados o asociados a los QTLs de interés.

El principio en el que se fundamenta el mapeo de QTLs es que si una determinada regién
cromosomica que influye en un caracter esta ligada al locus de un marcador, habra una diferencia
en los valores medios de la caracteristica cuantitativa entre los individuos con diferentes
genotipos en el locus del marcador (Mackay, 2001). Cuanto menor sea la distancia entre el QTL
y el marcador (mayor ligamiento entre ambos) mayor sera la diferencia fenotipica entre los
individuos con diferentes genotipos del marcador o la correlacion entre la presencia de un alelo
para el marcador y un efecto medible en el caracter cuantitativo.

El analisis de QTLs consiste basicamente en detectar asociaciones entre el valor fenotipico
y el genotipo de los marcadores. Estos ultimos son utilizados para particionar la poblaciéon de
mapeo en diferentes grupos genotipicos basado en la presencia o ausencia de un marcador en
el locus particular y determinar si existe una diferencia significativa entre grupos con respecto al
caracter que esta siendo evaluado (Tanksley, 1993).

El mapeo de QTLs requiere la obtencién de una poblacion de mapeo, la evaluaciéon
fenotipica de los caracteres de interés en la misma, y genotipica mediante el empleo de

marcadores moleculares.
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1.2.1. POBLACIONES DE MAPEO

Las poblaciones mas simples de obtener para el mapeo de QTLs son las F», provenientes de
hibridos F1, entre lineas estabilizadas o con alto nivel de homocigosis, o las poblaciones de
retrocruza, derivadas del cruzamiento entre el hibrido F1 y una u otra de sus lineas parentales.
La principal ventaja de estas poblaciones es que son simples de construir y requieren
relativamente poco tiempo en comparacion con otras poblaciones como las lineas endocriadas
recombinantes (RIL), resultante de sucesivas generaciones de autofecundaciones (usualmente 6
a 8 desde la F1) al azar. Otra forma mas rapida de obtener una coleccion de RILs, es hacerlo
mediante la formacion de haploides duplicados (DH). Para ello es un requisito que exista un
procedimiento eficiente de produccion de dobles haploides, lo cual depende de las especies.

La endocria hasta homocigosis de cada una de las familias F2 permite la obtencion de las
RILs, las cuales poseen altos niveles de endocria que dependen de cual es la generacion de
autofecundacién a partir de la cual son multiplicadas en masa o bulk, o bien son completamente
homocigotas cuando se generan por el método de duplicacién de haploides. Cada RIL posee una
combinacidn unica de segmentos cromosomicos de las lineas parentales inicialmente empleadas.
Al incrementar la frecuencia de homocigosis aumenta la proporcién de genotipos homocigotas y
la contribucion de los efectos aditivos, incrementando la posibilidad de detectar los QTLs que
estan asociados a una caracteristica dada. Si bien la principal desventaja de estas poblaciones
es el tiempo requerido para su obtencion (6 a 8 generaciones), poseen la ventaja de que pueden
ser multiplicadas y reproducidas sin que ocurra un cambio genético en estas. El hecho de que
para desarrollar las RILs se requieren varias generaciones y por lo tanto divisiones meidticas y
eventos de entrecruzamiento cromosomico antes de alcanzar la homocigosis casi completa, hace
que los genes ligados tengan una mayor probabilidad de recombinarse y es mayor la probabilidad
de detectar recombinacién entre dos marcadores ligados. Asi también, las distancias en un mapa
de ligamiento pueden ser estimadas de manera mas precisa en comparacién con otras

poblaciones (Burr and Burr, 1991).

1.2.2. MARCADORES MOLECULARES

Para llevar a cabo la caracterizacién genotipica de la poblacién de mapeo es necesario el empleo

de marcadores moleculares. El polimorfismo en estos surge debido a mutaciones puntuales,
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inserciones o deleciones y a errores durante la replicacion del ADN repetido en tandem (Paterson,
1996).

Los marcadores moleculares SSR (Repeticiones de Secuencia Simple) consisten en
secuencias cortas de 2 a 5 pares de bases repetidas en tandem y flanqueadas por regiones
conservadas, siendo las mas abundantes las repeticiones de dinucleétidos (Gupta et al., 1996) y
trinucledtidos (Chin et al., 1996). Estos marcadores pueden ser amplificados mediante la técnica
de PCR, que utiliza secuencias especificas que reconocen a las regiones flanqueantes.

Una ventaja de estos marcadores es que tienen expresién co-dominante y son
multialélicos, por lo que poseen un gran nivel de polimorfismo (Matsuoka et al., 2002). Ademas
son muy frecuentes y estan distribuidos al azar en todo el genoma, siendo su ubicacion

cromosomica conocida en maiz (http://www.maizegdb.org).

1.2.3. MAPAS DE LIGAMIENTO

Todos los métodos de mapeo de QTLs, excepto el método por marcador simple, requieren de la
construccion previa de un mapa de ligamiento. Estos mapas indican las posiciones y las
distancias genéticas relativas entre marcadores a lo largo del cromosoma. Sobre estos se
identifican las localizaciones cromosémicas que contienen a los QTLs asociados a caracteres de
interés (Collard et al., 2005). El principio de construccion de un mapa de ligamiento esta basado
en que los genes y los marcadores pueden segregar debido a la recombinacion cromosémica, o
crossing over, durante la meiosis. Los genes y marcadores que se encuentran fisicamente mas
cerca sobre el cromosoma seran transmitidos juntos a la progenie mas frecuentemente que los
que estan localizados mas distantes entre si.

En una poblacion segregante, hay una combinacién de genotipos parentales vy
recombinantes. La frecuencia de estos ultimos puede utilizarse para calcular las fracciones de
recombinacion, las cuales pueden emplearse para inferir la distancia genética entre los
marcadores. Para convertir las frecuencias de recombinacion en unidades de distancia o
unidades de mapeo (centi Morgans) se emplean las funciones de mapeo. Esta conversién se
realiza debido a que la distancia de mapeo y la frecuencia de crossing over no estan linealmente
relacionadas (Collard et al., 2005). Las dos funciones de mapeo mas utilizadas son la de Kosambi
(Kosambi, 1944), la cual asume que los eventos de recombinacion influyen en la ocurrencia de
un evento de recombinacion adyacente y la de Haldane (Haldane, 1919), la cual asume que no

existe interferencia entre eventos de crossing over adyacentes. Las distancias sobre un mapa de
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ligamiento no estan directamente relacionadas a las distancias fisicas entre marcadores
genéticos, dado que esto depende del tamario del genoma (Paterson, 1996). Ademas, la relacion
entre la distancia fisica y genética varia a lo largo de un cromosoma (Young, 1994), dado que
existen regiones llamadas de alta frecuencia de recombinacién o hot spots y regiones en las que
la recombinacion ocurre con muy baja frecuencia o cold spots (Yao et al., 2002; Fengler et al.,
2007).

1.2.4. METODOS DE MAPEO DE QTLs

El mapeo por marcador simple es el método mas sencillo para detectar asociaciones entre
marcadores y QTLs, el cual consiste en una prueba t, analisis de la varianza o regresion lineal y
el analisis se realiza para cada locus del marcador independientemente de la informacién de otros
loci. Esta técnica es simple computacionalmente y no se requiere la construcciéon de un mapa de
ligamiento, pero tiene algunas desventajas. Si el ligamiento entre el QTL y el marcador es débil
disminuye la probabilidad de detectarlo debido a que podria ocurrir una recombinacién entre
ambos. Ademas este método no puede determinar si los marcadores estan asociados con uno o
mas QTLs y no permite estimar la localizacién del mismo.

El mapeo por intervalo simple hace uso de un mapa de ligamiento y analiza intervalos entre
pares adyacentes de marcadores ligados a lo largo del cromosoma. Esto evita el inconveniente
de la posible recombinacién entre el QTL y el marcador y por lo tanto es estadisticamente mas
robusto en comparacién con el analisis por marcador simple. Se genera un perfil del sitio mas
probable para la ubicacion de un QTL dentro de un intervalo comprendido entre dos marcadores
adyacentes en el mapa de ligamiento y el resultado del test estadistico se presenta generalmente
usando un valor de LOD score o un valor estadistico de la relacion de verosimilitud (LR), el cual
compara la evaluacioén de la funciéon de verosimilitud bajo la hipotesis nula (ausencia de QTL) con
la hipdtesis alternativa (presencia de QTL en la posicion en la que se evalua) para localizar un
posible QTL. Este valor de LOD debe exceder un nivel de significancia especificado para que el
QTL sea declarado estadisticamente significativo. La determinacién del valor umbral de
significancia se obtiene usualmente mediante un test de permutaciones (Churchill and Doerge,
1994). Comparado con el método por marcador simple, tiene las ventajas de que la posicion
probable del QTL puede ser inferida por un intervalo, la localizacién del QTL no es sesgada si
hay un solo QTL segregando sobre un cromosoma y se requiere de la evaluacion de un menor

nuamero de individuos (Zeng, 1994). Sin embargo, posee algunas limitaciones, debido a que el
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test estadistico en un intervalo determinado puede ser afectado por la presencia de otros QTLs
localizados en otras regiones, fuera del intervalo analizado.

El mapeo por intervalo compuesto combina el uso del mapeo por intervalo simple con
regresion multiple e incluye marcadores adicionales en el modelo estadistico, ademas del par
adyacente de marcadores ligados utilizados en el mapeo por intervalo simple. La ventaja de este
meétodo es su mayor precisidon comparado con el mapeo por intervalo simple, especialmente
cuando estan involucrados QTLs ligados. Mediante este método es posible solucionar las
limitaciones del mapeo por intervalo simple, dado que permite analizar un intervalo para
determinar la presencia de un QTL, pero el test estadistico se realiza de manera independiente
de los efectos de los posibles QTLs localizados en otras regiones del cromosoma. De esta
manera, se elimina el sesgo y se incrementa la presicion (Zeng, 1993). Es mas eficiente debido
a que la mayor parte de la variacion genética puede ser controlada y eliminada de la variacion
residual en el modelo por el empleo de los marcadores utilizados como cofactores.

El mapeo por intervalos multiples utiliza intervalos multiples de marcadores
simultdneamente y fija multiples QTLs putativos en un modelo. El modelo utilizado mediante este
método predice que el valor de un caracter cuantitativo es la suma de los efectos de los QTLs,
mas sus posibles efectos epistaticos y las desviaciones ambientales. Este método es util para la
identificacion y estimacion de parametros de arquitectura genética, incluido el nimero, la posicion
gendmica, los efectos y las interacciones de los QTLs significativos y su contribucion a la varianza
genética (Kao et al., 1999). Mediante este modelo se analizan las interacciones epistaticas entre
los QTLs y se estima el valor genotipico individual y las heredabilidades de los caracteres
cuantitativos.

El mapeo de caracteres multiples es una extension del método de mapeo por intervalo
compuesto para caracteres correlacionados genéticamente, el cual analiza y busca QTLs para
varios caracteres simultdneamente. Este analisis permite mejorar el poder estadistico del test de
deteccién de QTLs y la precision de la estimacion de los parametros al tener en cuenta la
estructura de correlacion genética entre los rasgos. Mediante este método se puede analizar la
hipotesis de pleiotropia y la interaccion de los QTLs con el ambiente. EI modelo utilizado es el
mismo que se emplea para el método de mapeo por intervalo compuesto, pero todas las matrices
y vectores son expandidos a un numero t de variables o caracteres (Jiang and Zeng, 1995). Posee
algunas ventajas con respecto al método de mapeo por intervalo compuesto, debido a que el
analisis conjunto de los caracteres puede aumentar el poder estadistico de deteccion de los QTLs

y mejorar la precision de la estimacion de los parametros.
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El método multi caracter-multi intervalos es considerado como una generalizacion del MIM
(Mapeo por intervalos Multiples) que analiza un caracter a la vez y del MT-CIM (Mapeo por
Intervalos Compuestos de Multiples Caracteres) que lo hace con varios caracteres
simultdneamente. En lugar de realizar un test sobre un QTL a la vez como en MT-CIM, el modelo
analiza un numero determinado de QTLs simultdneamente al igual que el método MIM. Las
hipotesis que pueden ponerse a prueba mediante este analisis son las mismas que mediante el
método MT-CIM, es decir presencia de QTLs pleiotropicos y analisis de interaccion de los QTLs
con el ambiente (Malosetti et al., 2008; Da Costa E Silva et al., 2012).

1.2.5. MAPEO DE QTLs EN MAiz

El analisis de QTLs ha ampliado el conocimiento de las bases genéticas que controlan
determinados caracteres morfofisioldgicos involucrados en la respuesta a diferentes tipos de
estrés abidtico en maiz. Se han identificado un gran nimero de QTLs y genes candidatos que
regulan estos caracteres y tienen efecto sobre el rendimiento (Ribaut et al., 1996, 2002, 2004;
Veldboom and Lee, 1996; Sari-Gorla et al., 1999; Xu et al., 2009), lo cual ha permitido la obtencion
de lineas mejoradas con mayor tolerancia a estrés.

En cuanto a los caracteres asociados con la arquitectura de planta y del canopeo, se han
identificado un gran numero de QTLs asociados a la altura de planta y de la espiga (Berke and
Rocheford, 1995; Austin et al., 2001; Tang et al., 2007; Zheng and Liu, 2013b). Sin embargo,
pocos grupos de investigacion han estudiado las bases genéticas que controlan a los caracteres
asociados con la arquitectura del canopeo y de la planta y que tienen efecto sobre la eficiencia
en la intercepcion de radiacion, tales como el angulo de insercion foliar, el numero de hojas
totales, el ancho y la longitud de la hoja, la longitud de los entrenudos y el retraso de la

senescencia o stay green.

1.2.5.1. MAPEO DE QTLs QUE CONTROLAN EL ANGULO DE INSERCION FOLIAR

En los ultimos afios, con el desarrollo de los métodos de genotipado por secuenciacion que
permiten el empleo de los marcadores moleculares SNP (Polimorfismo de Nucleétido Simple),
con los cuales se pueden construir mapas de ligamiento saturados, diversos grupos de
investigacion han estudiado las bases genéticas asociadas a este atributo a través de la

evaluacién de poblaciones de mapeo con gran cantidad de individuos, de manera tal de realizar
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un mapeo fino (Li et al., 2015; Ku et al., 2016). Por su parte, algunos grupos de investigacion han
efectuado la busqueda de QTLs asociados a este atributo mediante el empleo de marcadores
SSR e identificaron regiones en todos los cromosomas, mediante la evaluacion de poblaciones
de tipo F23 (Yu et al., 2006; Lu et al., 2007; Ku et al., 2010, 2012; Chen et al., 2015) y RILs
(Mickelson et al., 2002; Wassom, 2013).

Tian et al (2011), quienes identificaron QTLs asociados al angulo de insercion foliar,
longitud de la hoja y ancho de la hoja mediante mapeo por asociacion, observaron que la
arquitectura genética que controla las caracteristicas foliares estd dominada por pequenos
efectos aditivos, con poca epistasis, interaccién ambiental o pleiotropia y detectaron una baja
correlacion fenotipica entre estos caracteres, lo cual podria explicarse por una base genética
diferente que controla a cada uno de estos.

Los genes responsables de establecer el patron adaxial-abaxial en el desarrollo de la hoja
podrian jugar un rol clave en el control del angulo de insercion (Ku et al., 2011). Varios genes que
controlan esta caracteristica han sido clonados en arroz mediante mapeo posicional (Sakamoto
et al., 2006; Li et al., 2007; Yu et al., 2007; Tan et al., 2008).

Zhang et al (2014a), clonaron el gen ZmCLA4 mediante el método de clonacién basado en
mapeo, como parte de un QTL identificado en el bin 4.03 que estaba asociado al angulo de
insercion foliar. Mediante analisis de expresion observaron una correlacion negativa entre el valor
del angulo de insercion foliar y el nivel de expresién, lo cual indicaba que ZmCLA4 posee un rol
negativo sobre este caracter a través de la alteracidon de la acumulacién del transcripto. Mediante
comparacion de secuencias, concluyeron que ZmCLA4 es un ortélogo funcional del gen LAZY1
de arroz y Arabidopsis y codifica para una proteina de 412 aminoacidos que posee un dominio
transmembrana en el extremo N-terminal y una sefal de localizaciéon nuclear en el extremo C-
terminal. Observaron que en las plantas transgénicas de maiz en las cuales el gen estaba inhibido
por un ARN de interferencia el valor del angulo de la hoja era mayor al de las planta controles,
mientras que en las plantas transgénicas de arroz que sobreexpresaban el gen, el angulo de

insercion era menor que en las plantas controles.

1.2.5.2. MAPEO DE QTLs ASOCIADOS AL iNDICE DE AREA FOLIAR

El estudio de las bases genéticas que controlan el IAF ha sido efectuado a través de la
identificacion de regiones gendmicas asociadas a los caracteres que lo determinan, es decir el

ancho y la longitud de la hoja y el numero de hojas por planta.
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Varios grupos de investigacion identificaron QTLs asociados a la longitud y el ancho de la
hoja en poblaciones de RILs (Reymond et al., 2004; Pelleschi et al., 2006; Cai et al., 2012;
Wassom, 2013; Zheng and Liu, 2013b; Ku et al., 2016) y F2.3 (Ku et al., 2010, 2011; Nikolic et al.,
2011) y detectaron regiones asociadas a estos rasgos en todos los cromosomas.

Li et al (2015) utilizaron tres poblaciones de RILs F7 e identificaron seis QTL asociados a
la longitud de la hoja en las tres poblaciones, en los cromosomas 1, 2, 3, 4 y 8. Ademas,
detectaron ocho QTLs asociados al ancho de la hoja en los cromosomas 1, 2, 4, 5, 7 y 9. Mediante
la busqueda de genes candidatos identificaron el gen gn (gnarley1) que regula la iniciacién de la
hoja, en un intervalo correspondiente a un QTL en el cromosoma 2. Ademas localizaron al gen
knox7 (knotted related homeobox 7), el cual regula el inicio del desarrollo de la hoja, en un
intervalo correspondiente a un QTL en el cromosoma 4. Para el ancho de la hoja, observaron que
la posicion de un QTL en el cromosoma 1 se superponia con la posicion del gen phb (Phabulosa)
de Arabidopsis, el cual actua en el establecimiento de la polaridad de la hoja.

Guo et al (2015) analizaron cuatro poblaciones de RILs con marcadores SNP y evaluaron
el ancho de la hoja en cuatro hojas consecutivas por encima de la espiga y concluyeron en que
el ancho de la hoja por encima de la espiga en diferentes posiciones puede ser controlado por
diferentes regiones genodmicas y también por QTLs comunes, lo cual indica que la arquitectura
genética que controla este caracter esta determinada por QTLs de efecto menor, principalmente.

Cai et al (2012) identificaron QTLs asociados al area foliar por planta en todos los
cromosomas excepto el 7 y 8. Zheng and Liu (2013b) detectaron dos QTLs asociados al area
foliar de la hoja de la espiga en los cromosomas 4 y 7. Ku et al (2016) por su parte detectaron 15
QTLs asociados al area foliar por planta en todos los cromosomas excepto el 10, mientras que
Cui et al (2017) detectaron ocho regiones asociadas a este atributo en los cromosomas 2, 4, 5, 6
y 7. Estos autores identificaron varios QTLs que mostraban interaccién con el ambiente y varias
interacciones epistaticas que contribuian a la variacién de este caracter.

Alves Lima et al (2006) identificaron dos QTLs sobre el cromosoma 1 asociados al numero
de hojas por encima de la espiga y observaron que ambos QTLs interactuaban significativamente
con el ambiente. Tang et al (2007) identificaron ocho regiones genémicas asociadas al numero
de hojas totales en los cromosomas 1, 3, 4 y 9, mientras que Zheng and Liu (2013a) identificaron
cuatro QTLs asociadas al numero de hojas totales en los cromosomas 2, 7 y 9, en condiciones
optimas de disponibilidad de nitrogeno y cuatro QTLs en condiciones limitantes de nitrégeno, en

los cromosomas 3, 7y 9.
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Li et al (2016a) analizaron una poblacién de RILs con marcadores SNP y evaluaron el
numero de hojas totales y el numero de hojas por debajo y por encima de las espiga. Estos
autores concluyeron en que la arquitectura genética que controla el niumero de hojas totales esta
compuesta por muchos QTLs de efecto menor, al igual que para el numero de hojas debajo de la
espiga, pero que el numero de hojas apicales estaba controlado por un QTL de efecto mayor y
muchos de efecto menor. Ademas identificaron seis QTLs pleiotrépicos asociados al nimero de
hojas totales y el numero de hojas encima de la espiga, 11 QTLs asociados al numero de hojas
totales y el numero de hojas debajo de la espiga y solamente tres QTLs asociados al nimero de
hojas debajo y encima de la espiga, lo cual indica que estos dos caracteres estarian bajo un
control genético independiente. A su vez, detectaron 15 QTLs pleiotropicos asociados al numero
de hojas y dias a antesis, lo cual sugiere que los dos caracteres estdn comunmente regulados
genéticamente y de esos 15 QTLs el mayor porcentaje tenia efecto sobre dias a antesis y el

numero de hojas por debajo de la espiga.

1.2.5.3. MAPEO DE QTLs ASOCIADOS A STAY GREEN

El analisis genético inicial de la caracteristica stay green estuvo enfocado en el estudio de genes
particulares (Gentinetta et al., 1986; Ceppi et al., 1987) y por lo tanto se creia que el caracter
poseia herencia cualitativa. En los ultimos afos, el estudio de muchos cultivos stay green
demostré que este caracter puede estar condicionado en su expresion por muchos genes
(Osterom et al., 1996; Crasta et al., 1999). El mapeo de QTLs asociados a este rasgo se ha
efectuado en varios cultivos como sorgo (Sorghum bicolor L.) (Haussmann et al., 2002), arroz
(Jiang et al., 2004), trigo (Kumar et al., 2010) y maiz (Zheng et al., 2009; Wang et al., 2012b).
Zheng et al (2009) detectaron 14 QTLs relacionados con el caracter stay green en
diferentes intervalos de tiempo luego de la floracién. Dos QTLs asociados al area foliar verde
relativa a los 20 dias en postfloraciéon en los cromosomas 1 y 6, seis QTLs para el area foliar
verde relativa a los 40 dias en postfloracion en los cromosomas 1, 2, 3, 5y 8, cuatro asociados
al area foliar verde relativa a los 50 dias en postfloracién, en los cromosomas 1, 2, 5y 9 y dos
QTLs que controlaban el area foliar verde relativa a los 60 dias en postfloracion, en los
cromosomas 1 y 2. Ademas observaron una correlacion positiva entre este caracter vy
determinados parametros asociados al rendimiento, como el peso de 1000 granos, diametro de

la espiga y produccion de granos por planta.
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Wang et al (2012b) identificaron cinco regiones asociadas al area foliar total por planta en
los cromosomas 1, 4 y 9, cuatro para el area foliar a los 30 dias en postfloracion en los
cromosomas 1, 4, 5y 6, seis asociadas al area foliar durante el periodo de maduracién de granos
en los cromosomas 1, 4, 5y 9, tres asociadas al numero de hojas totales en los cromosomas 2,
3 y 5y cuatro asociadas al numero de hojas verdes durante el periodo de maduracion de granos
en los cromosomas 4, 5 y 9. Ademas observaron que los QTLs relacionados con el area foliar
fueron identificados en el cromosoma 1, lo cual indicaria que este cromosoma seria importante
en el control de este atributo.

Belicuas et al (2014) analizaron fenotipicamente el caracter stay green a los 120 dias
después de la emergencia, mediante una escala numérica. Estos autores identificaron 17 QTLs
asociados a este caracter en los cromosomas 1, 2, 3, 4, 6 y 9, de los cuales nueve interactuaban
significativamente con el ambiente y la gran mayoria estaban agrupados en los cromosomas 1y
2. Ademas observaron que los efectos aditivos eran mas importantes que los de dominancia para
Su expresion.

Kante et al (2016) analizaron el caracter stay green dos meses después de floracion
mediante una escala visual e identificaron 10 QTLs en los cromosomas 1, 5 y 10. Observaron
que los bins 1.06-1.08, 5.02 y 10.04-10.06 tenian asociacion con este atributo. Ademas
observaron que los genotipos que mostraban un comportamiento stay green tenian mayor peso
del grano.

Trachsel et al (2016) analizaron la senescencia en dos poblaciones en condiciones hidricas
Optimas y sujetas a estrés hidrico mediante una escala visual, después de cuatro y seis semanas
de floracion. Estos autores identificaron diez QTLs asociados a la persistencia foliar en la primera
poblacion y 14 QTLs en la segunda. Observaron una inconsistencia en la expresion de los QTLs
en condiciones hidricas optimas y en estrés y, detectaron una regién el cromosoma 2 que

colocalizé con un QTL asociado al rendimiento.

1.2.5.4. MAPEO DE QTLs ASOCIADOS A ALTURA DE PLANTA Y LONGITUD DE
ENTRENUDOS

La altura de planta es un caracter importante en maiz que tiene efecto sobre la eficiencia en la
captura de luz y por lo tanto esta significativamente correlacionado con la produccion de biomasa
y el rendimiento en granos. Este rasgo esta determinado por un gran numero de genes que

codifican para proteinas involucradas en vias de sefalizacion, sintesis y transporte de hormonas
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(Zhou et al., 2016). La mayoria de estos genes participan en el metabolismo de las hormonas
llamadas giberelinas y estan involucrados en diversos aspectos del crecimiento y desarrollo de la
planta, especialmente la elongacion de los entrenudos (Sakamoto, 2004).

El mapeo de QTLs asociados a altura de planta ha sido extensamente efectuado por
muchos grupos de investigacion, mediante el analisis de poblaciones de tipo F2.3 (Sibov et al.,
2003; Yan et al., 2003b; Alves Lima et al., 2006; Ku et al., 2010; Zhang et al., 2010a; Nikolic et
al., 2011), F2.4 (Zhang et al., 2007), RILs (Tang et al., 2007; Zheng and Liu, 2013a; Zhou et al.,
2016), haploides duplicados (Zhu et al., 2013) y retrocruzas (Trachsel et al., 2016). La mayoria
de estos grupos de investigacion observaron que los QTLs que controlan este rasgo poseen una
interaccion significativa con el ambiente y varias interacciones epistaticas entre QTLs.

En cuanto a la longitud de los entrenudos, Tang et al (2007) observaron una correlacion
elevada de este caracter con la altura de planta y detectaron cuatro regiones gendémicas con
efecto sobre ambos rasgos, concluyendo en que la longitud de los entrenudos es el componente
principal que determina la altura de planta. Otros grupos de investigacién evaluaron la longitud
de los entrenudos por encima de la hoja de la espiga (Zhang et al., 2010b; Chen et al., 2015; Ku
et al., 2015). Estos ultimos autores determinaron que la longitud de cada uno de los entrenudos
por encima de la hoja de la espiga podria estar controlada por varios QTLs comunes y también
por regiones gendmicas especificas de cada uno. Zhu et al (2013) por su parte identificaron varias
interacciones epistaticas que controlaban la variacion de este rasgo y también muchos QTLs que

presentaban interaccion significativa con el ambiente.

1.2.6. ANTECEDENTES DE TRABAJO EN INTA PERGAMINO

En la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en Pergamino, se desarrollaron los métodos necesarios para evaluar
determinados atributos asociados a la arquitectura del canopeo y la eficiencia en la captacion de
luz en maiz, tales como area foliar verde maximo por planta (AFPwax), angulo de insercion de las
hojas y duracion del area foliar verde, en un numero elevado de genotipos (D Andrea et al., 2006,
2009). Estos atributos se evaluaron en lineas endocriadas de maiz, se seleccionaron las lineas
contrastantes para los caracteres antes mencionados y a partir del cruzamiento entre estas, por
autofecundaciones aleatorias sucesivas bajo un esquema de Single Seed Descent (SSD) se

obtuvo una poblacién de lineas endocriadas recombinantes hasta el estadio Fs.

29



Teniendo en cuenta que el rendimiento depende de la produccién de biomasa del cultivo y
de la proporcion de esa biomasa destinada a generar granos (IC), una estrategia para aumentar
el rendimiento potencial en maiz seria aumentar la produccion de biomasa del cultivo (siempre
que el IC no disminuya) a través de un incremento en la eficiencia de intercepcion de la radiacion.
Para esto, la evaluacién de los caracteres que influyen en la captura de luz, es un requisito
necesario para determinar el efecto de la variacion de estos rasgos sobre la variacion en la
produccién de biomasa y en ultima instancia del rendimiento y, evaluar la factibilidad de emplear
estos atributos en un esquema de seleccion indirecta. A su vez, el estudio de las bases genéticas
asociadas a estos caracteres permitiria identificar regiones gendémicas que controlan la variacion
de los mismos, las cuales podrian emplearse en un programa de seleccion asistida por
marcadores. La ventaja de esta aproximacion reside en la capacidad de utilizar estos marcadores
como criterio de preseleccion de material en etapas tempranas del ciclo, aumentando el control
parental y con ello la ganancia por seleccion. La evaluacién y seleccién indirecta de genotipos
basadas en su perfil molecular podria resultar conveniente frente a la evaluacion y seleccion
directa en base a la expresién fenotipica de caracteres fisioldgicos, de muy dificil determinacion
en un gran numero de genotipos y a campo. La disponibilidad de un mapa genético basico donde
se identifiquen QTLs estables para estas caracteristicas favorables permitira la construccion de
mapas genéticos de mayor densidad en esos QTLs para aplicar la seleccion asistida por
marcadores con mayor precision.

El estudio de las bases genéticas que controlan a los atributos asociados con la
arquitectura de canopeo, solamente fue llevada a cabo en nuestro pais mediante la evaluacién
de una poblacion de RILs proveniente de las lineas publicas B73 y Mo17 (Incognito et al., 2017),
siendo escaso el conocimiento al respecto en materiales genéticos locales. En el presente estudio
se utilizé una poblacién de RILs resultante del cruzamiento entre las lineas parentales LP179 y
L5605, obtenidas en la EEA INTA Pergamino, para evaluar caracteres morfofisiologicos
asociados a la captura de luz y determinar su efecto sobre la produccién de biomasa y el
rendimiento. Mediante el desarrollo de un mapa genético obtenido a partir del empleo de
marcadores moleculares microsatélites se identificaron regiones cromosémicas asociadas a los
mismos. El empleo de materiales genéticos diferentes de los evaluados actualmente permitio

identificar nuevas regiones genémicas de origen diferente al de las lineas publicas B73 y Mo17.
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1.3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las bases genéticas que controlan la variacion de los caracteres relacionados con la

captacion de luz en maiz mediante el mapeo de QTLs.

1.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar fenotipicamente a campo en la poblacién de mapeo los caracteres ecofisioldgicos
asociados con la eficiencia en la captacién de luz, para poder analizar la estructura de
correlaciones, la variabilidad genotipica y estimar la heredabilidad asociada a los mismos.

2. ldentificar marcadores moleculares SSR polimorficos entre ambas lineas parentales y realizar
un mapeo genotipico con los mismos sobre la poblacién de RILs Fs.

3. Identificar cuales de los caracteres asociados a la captacién de luz evaluados poseen los
mayores efectos, directos o indirectamente sobre la produccién de biomasa y el rendimiento
en granos.

4. ldentificar mediante un analisis de asociacion entre los datos fenotipicos y genotipicos,
marcadores SSR ligados a regiones gendmicas que posean un efecto sobre los caracteres

evaluados.

1.4. HIPOTESIS

1. En la poblacién de RILs empleada en el presente proyecto existe variabilidad genética y
fenotipica para los caracteres asociados con la captura de luz.

2. Las lineas parentales empleadas poseen un alto porcentaje de polimorfismo molecular y esto
permitiria identificar un elevado niumero de marcadores SSR para genotipar la poblacion de
mapeo obtenida a partir de su cruzamiento inicial.

3. Se espera que determinados atributos, como el tamano y la persistencia del area foliar en
postfloracion, tengan un mayor efecto sobre la produccion de biomasa y el rendimiento, dado
que el incremento en el primero de los rasgos mencionados permitiria interceptar un mayor
porcentaje de la radiacién incidente y una mayor duracion del area foliar verde
fotosintéticamente activa prolongaria la intercepcién de radiacion durante el periodo de
postfloracion, lo cual implica una mayor produccion de fotoasimilados para el llenado de los

granos.
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4. La variabilidad genética existente en los caracteres relacionados con la captacion de luz esta
asociada con determinadas regiones genomicas que presentan variaciones alélicas
detectables con marcadores moleculares del tipo SSR.

5. Los marcadores moleculares SSR reportados en la literatura por sus ligamientos con regiones
genomicas asociadas a caracteres relacionados con la captura de luz, podrian ser utiles para
la deteccion de QTLs en las lineas locales empleadas en el presente trabajo y podrian
detectarse nuevas regiones gendmicas que expliquen una mayor proporcion de la varianza

genética para esos caracteres.
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2. MATERIALES Y METODOS

21. MATERIAL VEGETAL

El material genético evaluado estuvo constituido por una poblacién estabilizada de 151 RILs Fs
(coeficiente de endogamia (F) promedio de 0,875 (Falconer, 1981), considerando que F en la
generacion F» = 0; porcentaje promedio de individuos homocigotas = 0,9375), obtenida a partir
del cruzamiento inicial entre las lineas LP179 y L5605, las cuales difieren significativamente en
los valores de determinados caracteres asociados a la captura de luz. Para la caracterizacion
fenotipica se utilizaron 138 RILs Fs6 en el primer ensayo de evaluacion, 134 RILs Fs7 en el
segundo y 133 RILs Fs:s en el tercer y ultimo ensayo. La cantidad de genotipos evaluados en cada
uno de los ensayos fue diferente debido a la disponibilidad de semillas suficientes para realizar
la siembra de las mismas. De los 138 genotipos evaluados en el primer experimento, 17 no se
pudieron sembrar en el segundo y en el tercero, pero en estos se sembraron 13 que no habian
sido evaluados previamente. En el tercer experimento se evaluaron los mismos genotipos que en
el segundo, excepto uno que no pudo sembrarse por falta de semillas suficientes. En total, a
través de los tres experimentos se evaluaron 151 genotipos, de los cuales 121 fueron fenotipados
en los tres ensayos, 13 en dos y 17 solamente en uno.

La linea parental LP179 deriva de una sintética (Suwan) seleccionada por adaptacion al
medio oeste de Estados Unidos y posteriormente introducida en Argentina (Eyhérabide,
comunicacion personal). Posee textura tipo flint con grano de color anaranjado. Es una linea de
ciclo completo que se caracteriza por poseer una orientacion foliar semierecta, elevada
persistencia foliar verde en el periodo de postfloracion, indice de area foliar alto como producto
de un area foliar elevado, y baja estatura de planta (Cirilo, comunicacién personal). La linea L5605
fue obtenida por endocria hasta estabilizacion a partir del cruzamiento entre las lineas LP116 y
P578. A su vez, LP116 deriva por endocria de la Sintética Argentino — Caribe y P578 es una linea
derivada del cruzamiento entre germoplasma argentino y de Estados Unidos (Eyhérabide,
comunicacion personal). Todos los materiales fueron desarrollados por la EEA INTA Pergamino.
La linea L5605, se caracteriza por poseer un grano de color anaranjado tipo flint, con una
orientacion foliar erectdfila, baja persistencia foliar verde en postfloracion, bajo indice de area
foliar y mayor altura de planta que la linea LP179 (Cirilo, comunicacion personal).

En una poblacion de RILs del tipo Fs, Fsse, Fs7, Fs:s, Se espera un nivel de homocigosis

promedio similar e igual a 0,9375, dado que las RILs Fs son multiplicadas mediante polinizaciones
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fraternales bajo sobre y cosecha en bulk de semillas de cada una. Si se asume ausencia de
epistasis, la variancia genotipica entre las lineas Fs derivada de un cruzamiento biparental entre
lineas homocigotas es 15/8 de la variancia aditiva y 12/256 de la variancia de dominancia
(1,875*VA + 0,058*VD) y la variancia genotipica dentro de familias es 0,0625*VA + 0,0625*VD,
donde VA 'y VD hacen referencia a la variancia aditiva y de dominancia en la poblacion F2 derivada
del cruzamiento LP179xL5605. En presencia de epistasis de primer orden, la variancia genotipica
entre RILs Fs.,sera 15/8*VA + (15/8)?*VAA + (15/256)**VDD + 225/3840*VAD, donde VAA, VDD
y VAD hacen referencia a la epistasis aditiva x aditiva, dominante x dominante y aditiva x

dominante.

2.2. DISENO EXPERIMENTAL

La evaluacion fenotipica de la poblacién de RILs mas las dos lineas parentales se llevd a cabo
en el campo experimental de la EEA INTA Pergamino (33° 56°S, 60° 34°0) sobre un suelo
Argiudol tipico (arcilloso limoso), durante las campanas 2013/2014 (Exp1), 2014/2015 (Exp2) y
2015/2016 (Exp3), en condiciones de secano y con el agregado de fertilizantes en forma de
fosfato diamdnico (40 kg P.ha™ y 36 kg N.ha™") durante la siembra y urea (230 kg N.ha') en el
estadio V7.

El material a evaluar se distribuyd en un disefio en bloques completos aleatorizados con
dos repeticiones. Cada parcela consistié de tres surcos de cinco metros de longitud distantes a
0,7 metros entre si. La distancia entre cada planta dentro del surco fue de 0,16 metros
determinando una densidad final aproximada de 9 plantas.m™. La siembra se realiz6 de manera
manual a razén de tres semillas por golpe y en el estadio V3 se efectud el raleado para obtener
una planta por golpe (Ritchie and Hanway, 1982).

En el Exp1 la siembra se realizé el 6 de noviembre (primera repeticion) y el 12 de noviembre
(segunda repeticion). En el Exp2 se efectud la siembra de la primera repeticién el 24 de octubre
y la de la segunda repeticion el 28 del mismo mes. En este ensayo se evalud una sola repeticion
debido a que en una de las mismas la emergencia no fue la adecuada y al no obtenerse la
densidad de plantas necesaria se la desestimé para realizar las mediciones fenotipicas. En el
Exp3 la siembra del ensayo completo se realiz6 el 3 de noviembre.

Para el control de malezas se aplicaron herbicidas tanto en pre-emergencia como durante
el ciclo del cultivo. En la Tabla 1 se mencionan los productos quimicos aplicados, el estadio

respectivo de aplicacion y las malezas para las cuales se emple6 cada herbicida.
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Tabla1: Herbicidas aplicados durante el ciclo de cultivo.

2-[3-(4-metoxi—6—metil-1,3,5-triazin—2-il)
ureidosulfurfonil] benzoato de metilo
isoxadifen ethyl

Estadio de aplicacion Herbicida Dosis Malezas
-Atrazina ((2-cloro-4-(etilamina) 2 l.ha" Hoja ancha
6-(isopropilamina)-s-triazina)
Hoja fina y hoja
Pre-emergencia -Glifosato ((N-fosfonometilglicina) 3 l.ha" ancha
-Metolaclor (S-2-cloro-N-(2-etil-6-metil-fenil) 1,5 l.ha™! Hoja fina
N-(2-metoxi-1-metil-etil)-acetamida
V5 -Halosulfuron-metil (metil-3 cloro- Cebollin
5 (4,6-dimetoxipirimidin-2-ylcarbamoil-sulfamoil )- 80 g.ha' | (Cyperus rotundus L.)
1-metilpirazole-4-carboxilato)
V5 -Dicloruro de paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilio) 2 l.ha" Gramoén (Cynodon
dactylon L.)
V5 -Foramsulfuron: N, N-dimetil-2- Verdolaga
(Portulaca oleracea
[3-(4,6-dimetoxipirimidin-2-il) ureidosulfonil]- L.)
4 formilaminobenzamida Cuaresma (Digitaria
-Odosulfuron metil sodio: sal sédica de 4-yodo- 120 g.ha™! sanguinalis L.)

Capin (Echinochloa
crusgalli L.)

2.3. EVALUACIONES FENOTIPICAS

En el estadio V4 se marcaron tres plantas en el surco central de cada parcela. Sobre estas se

efectuaron todas las mediciones no destructivas hasta el periodo de madurez fisioldgica, excepto

las determinaciones fenologicas de emergencia, antesis y floracion femenina en las que se

consideraron todas las plantas de cada parcela. En madurez fisioldgica (momento en que los

granos de la porcion media de las espigas mostraron una “capa negra” resultante de la necrosis

de los haces vasculares en el pedicelo de los granos) se cosecharon las plantas marcadas para

determinar los componentes de rendimiento. Los caracteres evaluados fueron los siguientes:

e Periodo entre emergencia y antesis (EA, dias): Se registro la fecha de floracién masculina

cuando al menos el 50% de las plantas de la parcela presentaban una antera visible

liberando polen. El periodo EA se determind como la diferencia en dias entre la fecha de

antesis y de emergencia de cada parcela.
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Periodo entre emergencia y floracion femenina 6 silking (ES, dias): Se registro la fecha en
la cual al menos el 50% de las plantas de cada parcela presentaba un estigma visible. El
periodo ES se determiné como la diferencia en dias entre la fecha de silking y la de
emergencia para cada parcela.

Intervalo antesis-silking (ASI, dias): Se calcul6 para cada parcela como la diferencia en
dias entre la fecha de silking y la de antesis (Uribelarrea et al., 2002).

Altura de planta (AP, cm): Se registré como la distancia desde el suelo hasta la ligula de
la ultima hoja.

Numero de hojas totales (NHT): Se marcaron las hojas correspondientes a las posiciones
cinco y diez a medida que fueron desplegandose para llevar el computo de hojas
desplegadas y luego obtener el numero de hojas totales generado por cada planta (Tang
et al., 2007).

Longitud promedio de entrenudos en floracion (LE, cm): Se determiné como el cociente
entre la altura de planta y el numero de entrenudos en floracion (Tang et al., 2007).
Angulo promedio de insercién vertical de las hojas en el tallo en floracion (ANG, °): Se
cuantifico el angulo existente en un plano definido entre la hoja y el tallo. Este dato se
registré para todas las hojas por encima de la hoja de la espiga. Luego se obtuvo un valor

promedio para cada planta de la siguiente manera:

- ANG=(a1+az+... +an)/n (3)

donde a4: angulo de insercion de la primera hoja por encima de la hoja de la espiga; an: angulo

de insercion de la n-ésima hoja por encima de la hoja de la espiga; n: numero de hojas por encima

de la hoja de la espiga (Ku et al., 2010).

Area foliar verde maxima por planta en floracién femenina (AFM, cm?): Se determiné como
la sumatoria del area foliar de las hojas verdes de cada planta en floraciéon. Para ello se
midi6 la longitud (L) y el ancho maximo (A) de cada hoja y se calculé su area foliar (AF)

de la siguiente manera:

- AF=L*A*0,75 (Montgomery, 1911). (4)
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e Indice de area foliar maximo en floracién femenina por parcela (IAF, m? de hojas.m? de
suelo): Se obtuvo como el producto del valor de AFM (transformado a m? de hojas)
obtenido a partir del promedio de las tres plantas evaluadas en cada parcela y la densidad
de siembra (9 plantas.m).

e Area foliar de la hoja de la espiga mas las tres hojas superiores (AFue+3, cm?): en el Exp1
y Exp2, debido a que muchas hojas presentaban dafios mecanicos causados por factores
climaticos que impidieron su medicién, solo se registraron los valores de L y A de la hoja
de la espiga (HE) mas las tres hojas inmediatamente superiores (HE + 1, HE + 2 y HE +
3) y se obtuvo un valor de AF por planta como la sumatoria del AF de esas hojas. Luego
con los datos de AFxe+3y AFM del Exp 3 se estimo el AFM para cada uno de los genotipos

evaluados en el Exp1 y Exp2 de la siguiente manera:

- AFM (i,j) = (AFuess (i, j)* 100%)/ Yore+aexps (5)

donde, i: i-ésimo genotipo (i = 1.....151); j: j-esimo Experimento (j = 1,2.)

Para cada genotipo, con los datos de AFM y AFne+s en el Exp3, se determind el porcentaje
(%wHe+3exp3) del AFM al que correspondia el AFe+3. Luego para ese mismo genotipo evaluado en
el Exp1y Exp2, se estimé el AFM asumiendo que el valor medido de AFe+3en ese experimento
correspondia a el porcentaje (%+e+3exp3) determinado previamente con los datos del Exp3, como

se muestra en la formula (5).

e Longitud maxima de la hoja (LMH, cm): Para cada genotipo se registro el valor maximo
de longitud de la lamina de la hoja, desde la ligula hasta el extremo.

¢ Ancho maximo de la hoja (AMH, cm): Para cada genotipo se registré el valor maximo de
ancho de la hoja.

e Numero de hojas verdes en floracion (NHVE): En el estadio de floracién femenina o R1 se
registro el numero de hojas verdes de cada genotipo.

o Persistencia de hojas verdes en postfloracion (PHV, dias): Se registré como los dias que
transcurrieron desde la fecha de floracion femenina hasta la senescencia de la ultima hoja
en cada planta para cada genotipo. Las hojas se consideraron senescidas cuando la mitad

0 mas de sus laminas mostraban signos de clorosis o amarillamiento.
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Periodo desde emergencia a senescencia (PES, dias): Se determiné para cada genotipo
la cantidad de dias que transcurrieron desde la emergencia hasta la senescencia de la
ultima hoja.

Tasa promedio de senescencia en postfloracion (TSP1, hojas.dia™' y TSP2, cm2.dia™): Se
obtuvo como el cociente entre el nimero de hojas verdes en floracién femenina y la PHV,
y como el cociente entre el AFM en floracién femenina y la PHV.

Numero de hojas verdes relativo en postfloracion (NHVReg): Con intervalos de 10 dias
luego de la fecha promedio de floracion femenina se llevé a cabo un seguimiento del
numero de hojas verdes para luego determinar la proporcién de hojas verdes remanentes
en relaciéon al NHVEg. Se determind el NHVR en un determinado estadio en postfloracion
como el cociente entre el numero de hojas verdes en ese estadio y el NHVE, para luego
graficar la evolucion del numero relativo de hojas verdes en postfloracion en las lineas
parentales.

Fraccion de la radiacion fotosintéticamente activa interceptada por el canopeo en floracion
(fRFAImax): Para realizar estas mediciones se empled un sensor ceptometro de un metro
de longitud, marca comercial Cavadevices®. Las determinaciones se realizaron en dias
soleados entre las 11 y las 14 horas. En cada parcela se realizé una medicion de la
radiacion incidente por encima del canopeo (UMOL de fotones.m?.s™") y tres mediciones
de la radiacién transmitida dentro del mismo sobre el surco central de cada parcela. Para
esto, se coloco el sensor de manera diagonal a los surcos, debajo de las hojas verdes
pero por encima de las hojas basales que se encontraban senescidas al momento de la
medicién. La radiacion fotosintéticamente activa (RFA) interceptada por el canopeo en
cada parcela se obtuvo como la diferencia entre la RFA incidente por encima del canopeo
y la RFA transmitida (promedio de las tres mediciones de cada parcela). Luego se
determiné la fRFAI como el cociente entre la RFA interceptada y la RFA incidente
(Maddonni and Otegui, 1996).

Biomasa aérea por planta en madurez fisiologica (BIO, g.pl™"): En madurez fisioldgica, las
plantas marcadas se cosecharon y se secaron en estufa a 65°C durante siete dias hasta
peso constante para luego registrar el peso seco de cada una.

Rendimiento en granos por planta (RGP, g.pl"): Se separaron las espigas del resto del
material vegetal en las plantas cosechadas y se desgranaron para luego registrar el peso

de los granos por planta.
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e Numero de granos por planta (NGP, granos.pl™'): Se determind mediante el recuento
manual de los granos de cada planta.

e Peso individual del grano (PG, mg.grano™): Se obtuvo como el cociente entre el RGP y
NGP.

 Indice de cosecha (IC): Se determiné mediante el cociente entre el RGP y BIO.

2.3.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS FENOTIPICOS

Se determinaron los estadisticos descriptivos y se obtuvieron los valores de la media, desvio
estandar, error estandar, coeficiente de variacién (CV), mediana, asimetria y kurtosis para cada
rasgo en los Exp1 y Exp3 tomando en cuenta las dos observaciones (repeticiones) por genotipo.
En el Exp2 solo se dispuso de una observacion por genotipo.

Se analiz6 la normalidad de la distribucion fenotipica de los caracteres mediante el empleo
de la prueba de Shapiro-Wilks modificado y se rechazé la hipotesis nula que establece normalidad
en la distribucion del caracter cuando la probabilidad asociada del test estadistico resulté menor
a 0,01 (p<0,01).

Se determinaron las correlaciones fenotipicas entre los caracteres y su relacion con el
rendimiento mediante el calculo de los coeficientes de correlacion de Pearson. Todos los analisis
estadisticos mencionados fueron realizados mediante el empleo del programa InfoStat (Di Rienzo
et al., 2015).

Para determinar la existencia de variabilidad a nivel de genotipos se empled un analisis de
variancia combinado a través de experimentos (ambientes) a partir de un modelo lineal
generalizado en el cual un determinado valor fenotipico depende del efecto del genotipo i,
evaluado en una repeticion k y en el ambiente j. EI modelo incluy6 el efecto del genotipo, del
ambiente o experimento, de la repeticion dentro de ambientes y de la interaccion de los genotipos
con el ambiente:

- Y= p+Git A+ (RIA)+ (GA) + €k (6)

donde, y: media general; Gi: efecto del i-ésimo genotipo, con i = 1.....151; A;: efecto del j-ésimo
ambiente, con j = 1, 2, 3; (R/A)i: efecto del k-ésimo bloque anidado en el ambiente j, con k = 1,
2; (GA);: efecto de la interaccién del i-ésimo genotipo con el j-ésimo ambiente y €ix: error aleatorio

asociado al efecto del i-ésimo genotipo, j-ésimo ambiente y k-ésimo bloque dentro del ambiente.

39



Todos los efectos fueron considerados como aleatorios y se utilizé el procedimiento Proc GLM
del paquete estadistico SAS®9.0 (SAS Institute, 1999).

2.3.2. ANALISIS DE LAS SEGREGACIONES TRANSGRESIVAS

Las segregaciones transgresivas fueron analizadas mediante el método propuesto por Wolyn et
al (2004). Este método tiene en cuenta el error estandar y considera que existe segregacion
transgresiva significativa cuando el valor fenotipico de alguna de las RILs es menor a la linea
parental inferior menos dos veces el error estandar (EE) o cuando es mayor a la linea parental

superior mas dos veces el error estandar. Es decir:

- Si RIL > media de la linea parental superior + 2 * EE ——— Segregacion transgresiva

- SiRIL < media de la linea parental inferior — 2 * EE ——» Segregacion transgresiva

2.3.3. ESTIMACION DE LA HEREDABILIDAD EN SENTIDO ESTRICTO

A los fines del calculo de la heredabilidad entre medias de RILs Fs derivadas, se asumio ausencia
de epistasis y que la variancia de dominancia tiene una infima contribucién relativa a la variancia
genotipica entre lineas y es cercana a cero. En tal caso y en presencia de epistasis, la
contribucién de las interacciones entre loci que involucren dominancia son despreciables. La
variancia epistatica aditiva x aditiva, tratandose de lineas con alta homocigosis es virtualmente
fijable. De cualquier manera, debe admitirse que las estimaciones de la heredabilidad pueden
resultar sobrestimadas en funcion de la importancia que pudiera tener la heterocigosis residual.
La heredabilidad en sentido estricto (h?) a través de medias de familias endocriadas, para cada
uno de los caracteres, se estimé a partir de los componentes de varianza, los cuales fueron
estimados mediante el empleo de modelos mixtos, utilizando el método de maxima verosimilitud
restringida (REML) (Searle et al., 1992). Este método es preferible por sobre la estimacion de
componentes de varianza basados en el método ANOVA cuando se trabaja con una estructura
de datos desbalanceados, debido a que los estimadores son mas consistentes. Para esto se
empled el procedimiento Proc MIXED del programa estadistico SAS® 9.0. La heredabilidad en

sentido estricto se estimo de la siguiente manera:

- h?2=02%/ (0% * 0%ae/n + o%/nr) (Holland et al., 2003) (7)
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donde, 0?a: varianza genética aditiva; 0°Ae: varianza de la interaccién aditivo por ambiente; 02%:
varianza residual; n: media armonica del numero de ambientes en los cuales los genotipos fueron
evaluados; nr: media armoénica del numero de repeticiones a través de los tres ambientes en los

que los genotipos fueron evaluados.
2.3.4. ESTIMACION DE LAS CORRELACIONES GENOTIPICAS ENTRE RASGOS

Las correlaciones genotipicas fueron estimadas a partir de las covarianzas genotipicas entre los

caracteres, de la siguiente manera:

- Toxy = CoVeyy / (0%« * crzey)y2 (Hallauer et al., 2010) (8)

donde, rexy: correlacién genotipica entre los caracteres x e y; Covexy: covarianza genotipica entre
los caracteres x e y; 0%cx: varianza genotipica del caracter x; 0°gy: varianza genotipica del caracter
y.

Previamente, las covarianzas genotipicas entre los caracteres fueron estimadas mediante
el calculo de la suma de los valores fenotipicos de los caracteres. Para obtener la covarianza
genotipica entre dos rasgos x e y, se determiné la suma de los valores fenotipicos de esos dos
caracteres y luego se estimd la varianza genotipica para el caracter resultante de la suma.
Mediante el valor de la varianza genotipica del caracter resultante de la suma de los dos rasgos,
mas las varianzas genotipicas de los dos rasgos individuales se obtuvo la covarianza genotipica

entre los dos caracteres de la siguiente manera:
_ 2 = 02~ + G2, + 2*C 9
O%cx+y = O%cx T+ O“gy OVGxy ( )
donde, 0%cx+y: varianza genotipica del caracter resultante de la suma de los caracteres x e y; 0%«
varianza genotipica del caracter x; o%,: varianza genotipica del caracter y; Covayy: covarianza
genotipica entre los caracteres x e y.
Despejando la ecuacién (9) se obtiene que:
- COVny = (02Gx+y' 02Gx - 02Gy) / 2 (1 O)

De esta manera se pudo determinar la covarianza genotipica entre los dos caracteres.
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2.3.5. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE SENDERO ENTRE CARACTERES

Se llevo a cabo un analisis de sendero para descomponer los coeficientes de correlaciones entre
las variables en efectos directos e indirectos, e identificar las posibles relaciones causales que
explican una variable respuesta, endégena o dependiente en base a otras variables denominadas
predictoras, exdgenas o independientes. Este método asume que las variables se asocian entre
si mediante relaciones lineales (Roehrig, 1996) y que sus coeficientes son estandarizados, ya
que son estimados a partir de los coeficientes de correlacion (Valencia-Ramirez and Ligarreto-
Moreno, 2012). En este estudio como variables exdgenas se consideraron los caracteres
asociados a la captura de luz, a la senescencia y a floracién de manera separada y se efectué un
analisis para cada grupo de rasgos. Ademas se efectud otro analisis de sendero considerando
todos los atributos que previamente habian mostrado una correlacién fenotipica significativa con
el rendimiento, como variables exdgenas. Para fraccionar la correlacion en efectos directos e

indirectos se utilizo el software Infostat (Di Rienzo et al., 2015).

2.3.6. PREDICCION DE LA RESPUESTA CORRELACIONADA EN RENDIMIENTO

Para evaluar la factibilidad de emplear los caracteres evaluados como caracteres primarios en un
esquema de seleccién indirecta orientada a mejorar el rendimiento en granos, se estimaron las
predicciones de las respuestas correlacionadas en rendimiento a partir de la seleccion de los
caracteres que presentaron las mayores correlaciones genotipicas con este ultimo. Para esto, las

estimaciones se determinaron de la siguiente manera:

- RCrep-x=ix * hyx™ rarep-x * OarGP (11)

donde, RCrep-x: respuesta correlacionada en RGP a través de la seleccidon de un caracter x; ix:
intensidad de seleccidn aplicada al caracter x; hx: raiz cuadrada de la heredabilidad del caracter
X; rargp-x: correlacion genotipica aditiva entre el RGP y el caracter x; oarep: desvio genotipico
aditivo del RGP.

Se compard la prediccion de la respuesta correlacionada en rendimiento con la prediccion

de la respuesta por seleccion directa en rendimiento, la cual se obtuvo de la siguiente manera:

- Rrep = irer * hrep * OarcP (12)
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donde, Rrep: respuesta por seleccion directa en rendimiento; iree: intensidad de seleccion
aplicada al RGP; hgrep: raiz cuadrada de la heredabilidad estimada para el RGP; oarep: desvid
genotipico aditivo estimado para el RGP.

En el caso que la prediccion de la respuesta correlacionada en rendimiento a través de la
seleccion de otro caracter sea mayor a la prediccion de la respuesta por seleccién directa en
RGP, es conveniente utilizar ese caracter en un esquema de seleccion indirecta. De lo contrario

es conveniente efectuar una seleccioén directa sobre el RGP.

2.4. CARACTERIZACION GENOTIPICA

2.4.1. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

La extraccion de ADN de las RILs y las dos lineas parentales se realizo a partir de tejido foliar en
el estadio de floracién. Las muestras se tomaron sobre cinco plantas de cada genotipo y el
material se liofilizé y se molié de manera conjunta para obtener bulks de plantas. A partir de cada
bulk se extrajo el ADN utilizando el método descripto por Kleinhofs et al (1993). En el Anexo |, se
describe de manera detallada dicho protocolo. EI ADN extraido se cuantificé en geles de agarosa
al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X, tefidos con bromuro de etidio al 5% (v/v). En el Anexo II, Tablas
35 y 36, se detallan los volumenes utilizados de cada reactivo para el armado de los geles de
agarosa y del buffer TAE. Como testigos se emplearon muestras de ADN de concentracion
conocida (100, 200 y 300 ng.ul") y la cuantificacion se realizé visualmente por comparacién de la
intensidad de las bandas de ADN obtenidas con las bandas del ADN testigo. Antes de sembrar
las muestras en los geles, las mismas se prepararon homogeneizando 2,0 yl de ADN con 6,0 pl
de loading buffer 1X (Anexo I, Tabla 37). La visualizacion de los fragmentos de ADN se realizé

mediante el empleo de un transiluminador (DigiDoc-It, UVP, Inc, USA).

2.4.2. AMPLIFICACION DE LOS SSR MEDIANTE PCR

Se evaluaron las lineas parentales LP179 y L5605 con marcadores SSR distribuidos
uniformemente en los bins de los diez cromosomas de maiz y se seleccionaron los SSR que

resultaron polimorficos entre dichas lineas para caracterizar genotipicamente las 151 RILs

correspondientes a la poblacion de mapeo.
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Para la amplificacion de los marcadores SSR se utilizé la técnica de PCR en un volumen

final de reaccion de 13,0 ul. En la tabla 2, se muestran los volumenes y concentraciones de cada

reactivo utilizado para las amplificaciones mediante PCR.

Tabla 2: Reactivos y sus respectivas concentraciones empleadas para la reaccién de PCR.

Reactivo Concentracion inicial | Concentracién final Volumen
Buffer (MgSO.) (EmbioTec) 10X 1X 1,3 ul
MgCl, (EmbioTec, Arg) 50,0 mM 5,0 mM 1,3 ul
dNTP mix (Promega, USA) 200,0 uM 4,0 uyM 0,26 pl
Primer for (Alpha DNA, USA) 10,0 uM 192,0 nM 0,25 pl
Primer rev (Alpha DNA) 10,0 uM 192,0 nM 0,25 pl
Taq Polimerasa (EmbioTec) 5,0 U.ul" 05U 0,1 ul
ADN 10,0 ng.pl" 2,3 ng.ul! 3,0 pl
Agua bidestilada estéril 6,54 pl

Para las reacciones de amplificacion se utilizd un ciclo tipo touchdown (Don et al., 1991) que

consistié de cinco minutos iniciales a 94 °C para efectuar la desnaturalizacién de las hebras de

ADN vy luego durante los primeros diez ciclos de amplificacién la temperatura de hibridacién de

los oligonucleétidos se redujo a razén de un grado centigrado por ciclo, iniciando en 65°C.

Durante los 25 ciclos restantes la temperatura de hibridacion fue de 55°C. En la Tabla 3 se detalla

el programa de ciclado utilizado para amplificar los marcadores moleculares.

Tabla 3: Programa de ciclado para la amplificacion de los SSR.

Periodo Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos 35
Hibridacion de los primers 65°C 30 segundos 10*
Hibridacién de los primers 55°C 30 segundos 25
Extension 72°C 30 segundos 35
Extension final 72°C 10 minutos

* Durante los 10 ciclos la temperatura de hibridacion disminuyd 1°C por ciclo.

Para llevar a cabo las reacciones de PCR se utilizaron los termocicladores Veriti® (Life
Technologies, Invitrogen, USA), PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research, USA) y MyCyler
Thermal Cycler (Bio-Rad, USA).
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Los productos de amplificaciéon fueron separados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6,0% (p/v), con buffer TBE 1X (Anexo Il, Tabla 39 y Tabla 40). La electroforesis
se llevd a cabo en cubas verticales (Bio-Rad, USA) a voltaje constante (55 Watt) y la visualizacion
de los productos de amplificacion se realiz6 mediante tinciéon con nitrato de plata de acuerdo al

protocolo de revelado descripto por Bassam et al (1991) (Anexo I, Tabla 41).

2.4.3. INFORMACION SOBRE LOS MARCADORES SSR

Toda la informacion referida a los marcadores moleculares SSR utilizados para el genotipado de
la poblacion de mapeo fue encontrada en la base de datos publica MaizeGDB

(https://www.maizegdb.org). En la misma se describen la ubicaciéon cromosémica y el bin al que

pertenece cada SSR, el tipo de repeticion, la composicién de la misma y la secuencia de los
oligonucledtidos empleados para su amplificacion. También se puede determinar la ubicacion
fisica de los mismos y las coordenadas, el tamafio en pares de bases y si los marcadores se
encuentran localizados dentro de una regién correspondiente a un gen o0 en una region

intergénica.

2.4.4. ANALISIS DE SEGREGACION DE LOS MARCADORES SSR

El analisis de la segregacion de los marcadores se realizé mediante la prueba de chi-cuadrado
utilizando el programa GQMOL version 2008 6.1 (Schuster and Cruz, 2008). Debido a que se
empled una poblacién de RILs, se esperd obtener una segregacion mendeliana 1:1 para cada
alelo de los marcadores. Sin embargo, dado que la poblacién se encontraba en el estadio Fs de
endocria también fue esperable obtener un 6,25 % aproximadamente de individuos heterocigotas.
Dado que este porcentaje implicaba un numero bajo de RILs (aproximadamente 9 de 151
individuos), los genotipos heterocigotas no fueron tenidos en cuenta durante el anadlisis de
segregacion. Para el respectivo analisis se empled el criterio FDR (Tasa de Falsos
Descubrimientos), el cual es apropiado cuando se desean comparar multiples hipétesis, dado que
en una lista de hipétesis rechazadas el criterio FDR controla la proporcion esperada de hipotesis

nulas incorrectamente rechazadas (Benjamini and Hochberg, 1995).
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2.4.5. CONSTRUCCION DEL MAPA DE LIGAMIENTO

Para la construccion del mapa de ligamiento se emplearon los marcadores SSR que mostraron
una segregacion 1:1 de acuerdo a la esperada para una poblacion de RILs. Los marcadores que
mostraron una segregacion estadisticamente distorsionada se descartaron debido a que podrian
estimar erroneamente las distancias relativas entre los mismos en un grupo de ligamiento. Para
la construccion del mapa se empleé el programa GQMOL version 2008 6.1 (Schuster and Cruz,
2008). Se utilizdé un valor minimo de LOD igual a tres y un porcentaje maximo de recombinacién
de 30% para confirmar que dos marcadores adyacentes estuviesen ligados. Para transformar las
frecuencias de recombinacion en unidades de mapeo se utilizé la funcién de Kosambi (Kosambi,
1944), la cual considera la posible interferencia ocurrida por los dobles entrecruzamientos entre

cromatidas. La funcion de Kosambi puede expresarse de la siguiente manera:

- D=loge (((1+28)/(1-28))/4) (11)

donde, D: distancia genética entre dos marcadores; 0: fraccion de recombinacion entre dos
marcadores. Esta funcién modela el efecto de una interferencia positiva, donde la presencia de
un quiasma afecta la aparicion de otro en una proximidad cercana al primero.

El método de maxima verosimilitud se utilizé para determinar el mejor orden de los
marcadores en cada uno de los grupos de ligamiento. Mediante este método el valor LOD o LOD
score compara la verosimilitud de un grupo de datos con un numero determinado de
entrecruzamientos o crossing over de un numero potencia igual a N entre un par de marcadores,
bajo la hipétesis de ligamiento (6 < 0,5, donde 6 es la fraccién de recombinacién entre un par de
marcadores adyacentes) versus la misma observacion bajo la hipétesis de segregacion

independiente (B = 0,5). El método se expresa a partir de la siguiente funcion:

- LOD =2Z(8) = logro (1 — BN * 87/ 0,5N) (12)

donde, r: numero de crossing over, N: numero potencial de crossing over; 6: fraccion de
recombinacion entre dos marcadores.

La funcién es maximizada cuando 6 = r/N y un valor de LOD > 3 arroja una fuerte evidencia
de ligamiento entre dos marcadores. Este valor corresponde a una verosimilitud de observar los

datos, dado que dos marcadores no estén ligados, menor a 1/1000 (Cheema and Dicks, 2009).
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2.5. MAPEO DE QTLs

Con los datos fenotipicos obtenidos a través de los tres experimentos de evaluacion a campo y
con el mapa de ligamiento construido como se detallé previamente se llevé a cabo la busqueda
de QTLs. Para esto se emplearon los programas Win QTL Cartographer V 2.5 (Wang et al.,
2012a) y QTL Network V 2.0 (Yang et al., 2008) y se aplicaron diferentes métodos de mapeo. En
primer lugar, se aplicé el método de mapeo por intervalo compuesto (Zeng, 1994) y se realizd
una busqueda de QTLs para cada caracter de manera separada y para cada ambiente o
experimento por separado. Luego se implementé el método multi trait o de mdltiples caracteres
(Jiang and Zeng, 1995) y se realizd un analisis de caracteres multiples en multiples ambientes
siguiendo el procedimiento utilizado por Alvarez Prado et al (2013) y Mandolino et al (2016). Por
ultimo, se utilizdé el programa QTL Network 2.0, el cual implementa un analisis en el marco de
referencia de un modelo lineal mixto y hace uso del método Il de Henderson (Searle et al., 1992)
para construir un estadistico F (Yang et al., 2007). Mediante este modelo fue posible detectar
epistasis entre QTLs y la interaccidon de los mismos con el ambiente. En todos los casos, el valor
umbral de significancia de un QTL, ya sea el LOD umbral o el estadistico F, se determind
utilizando el test de 1000 permutaciones descripto por Churchill and Doerge (1994). Con respecto
a la posicién del QTL, esta fue asignada en el punto en el cual el valor de LOD o del estadistico
F arrojé el maximo y el intervalo en el cual estaba comprendido el QTL se obtuvo mediante la

disminucion en el valor de LOD en una unidad a ambos lados del pico de valor maximo.
2.5.1. MAPEO POR INTERVALO COMPUESTO

Mediante este método se efectud una busqueda de regiones gendmicas para cada caracter por
separado y en cada ambiente de manera independiente. Este método combina el mapeo por
intervalos con el analisis por regresion multiple. Si se intenta buscar un QTL en un intervalo
comprendido por dos marcadores (i, i + 1), se pueden utilizar esos marcadores como un indicador
del genotipo del QTL putativo dentro del intervalo, y el modelo estadistico en el que se basa este

método es el siguiente:
- ¥;=bo+ b*x*+ Z biXjk + €; (13)

K#i,i+1
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donde, y;: valor del caracter del j-ésimo individuo, con j = 1, 2, ..., n; bo: media del modelo; b*:
efecto del QTL putativo; x*;: variable indicadora, que puede tomar un valor de 1 o 0 dependiendo
de los genotipos de los marcadores i e i + 1; bk coeficiente de regresion parcial del fenotipo y
sobre el k-ésimo marcador; xj: coeficiente para el k-€simo marcador en el j-ésimo individuo, que
puede tomar un valor de 1 o 0 dependiendo si el marcador es homocigota o heterocigota; e;: error
aleatorio asociado al j-ésimo individuo.

Asumiendo ausencia de epistasis, la estimacion de la posicion y de los efectos de un QTL
mediante este método no es afectada por otros QTLs ligados si existen marcadores que separan
estos QTLs del QTL en consideracion y esos marcadores estan fijjados en el modelo como
controles.

Para realizar la busqueda de QTLs mediante este método se empled el programa Win QTL
Cartographer V 2.5. Se seleccion¢ el procedimiento Zmapqtl, para efectuar el mapeo por intervalo
compuesto y se utilizé el modelo 6 (modelo estandar), con cinco marcadores utilizados como
cofactores y el método de regresiéon Backward para la seleccion de los mismos. Se empled una
velocidad de mapeo de 1 cM y un tamafio de ventana de 10 cM. El valor umbral de LOD se
determiné mediante el método de 1000 permutaciones, con un nivel de significancia a = 0,05. De
esta manera se obtuvo un valor de LOD umbral Unico para cada caracter en cada ambiente.
Luego de ejecutado el programa se obtuvieron las posiciones de los posibles QTLs para cada
rasgo en cada experimento, con sus respectivos valores de R? (porcentaje de varianza fenotipica
explicado por el QTL), efecto aditivo (valor y signo del efecto) y el marcador mas cercano al pico

maximo del LOD en el intervalo comprendido.

2.5.2. MAPEO DE QTLs MEDIANTE UN MODELO LINEAL MIXTO

Mediante este método se efectud una busqueda de QTLs para cada caracter a través de
ambientes y ademas de identificar QTLs con efectos aditivos significativos para cada rasgo a
través de los tres experimentos, se detectaron interacciones epistaticas y las interacciones de los
QTLs con el ambiente. Para una poblacién de RILs, con un nimero de experimentos p, si existe
un numero s de QTLs segregando para un caracter, con un numero t de pares de QTLs
involucrados en interacciones epistaticas, y considerando a los efectos ambientales como

aleatorios, el modelo lineal mixto puede expresarse de la siguiente manera:
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s t s t
- Yi=u+ Z akXvi + Z aagnXiXni + ej + Z aeiXki t Z aaexnXkiXni t € (14)

k khe(1, 2, ..., s), kth k khe(1, 2, ..., s), k#h

donde, yj: valor fenotipico de la i-ésima linea en el j-ésimo ambiente; y: media poblacional; ax:
efecto aditivo del QTL Qx, un efecto fijo; aaxn: efecto epistatico aditivo x aditivo entre los QTLs Qx
y Qn, un efecto fijo; e;: efecto principal del j-ésimo ambiente, efecto aleatorio; aey: efecto de la
interaccion aditivo x ambiente entre el QTL Q« y el ambiente j, efecto aleatorio; aaexn: efecto de
la interaccion entre el efecto epistatico aditivo x aditivo y el ambiente j, efecto aleatorio; €j: efecto
residual.

Mediante este método se efectud una prueba F en todo el genoma y cuando los valores
excedieron un umbral critico predefinido se indicé la presencia de un QTL en esa region.

Para realizar la busqueda de QTLs mediante este método se utiliz6 el programa QTL
Network 2.0. Para la determinacion de un valor umbral critico del estadistico F se empleé el test
de 1000 permutaciones (Churchill and Doerge, 1994) con un nivel de significancia de 0,05. La
estimacion de los parametros de la ecuacion (14) se realiz6 mediante un método Bayesiano a
través del muestreo de Gibbs (Wang et al.,, 1994) y mediante el empleo del algoritmo MCMC
(Monte Carlo Markov Chain). Se utilizé un tamario de ventana de 10 cM y una velocidad de mapeo
de 1 cM. Para la seleccién de intervalos candidatos, para la deteccién de QTLs putativos y para

los efectos de los QTLs, se empled un nivel de significancia de 0,05.
2.5.3. MAPEO DE CARACTERES MULTIPLES

El método de mapeo aplicado fue el descripto por Jiang and Zeng (1995), el cual es un modelo
mixturado y consiste en un mapeo por intervalo compuesto para multiples caracteres. De acuerdo
al modelo estadistico de mapeo por intervalo compuesto para un caracter descripto por Zeng
(1994), el modelo para el mapeo de multiples caracteres puede ser planteado de la siguiente

manera:
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t
- ¥j1 = bo1 + by*x* + di*z* + 2 (brxy + dinzy) + e,

/
t

- V2 =bo2 + bz*Xj* + dz*Zj* + Z (b|2Xj| + dIZZjI) + ej2,

/

t
- Yim = bom + bn*X* + dn*z* + 2 (bimxji + dimzj) + €jm,

/
j: 1’ "',nl (15)

donde, yj:: valor fenotipico del caracter 1 en el individuo j; yjo: valor fenotipico del caracter 2 en el
individuo j; yjm: valor fenotipico del caracter m en el individuo j; bo1: efecto medio del modelo para
el caracter 1; bo2: efecto medio del modelo para el caracter 2; bom: efecto medio del modelo para
el caracter m; b¢*: efecto aditivo del QTL putativo sobre el caracter 1; b,*: efecto aditivo del QTL
putativo sobre el caracter 2; bn*: efecto aditivo del QTL putativo sobre el caracter m; x*: nimero
de alelo en el QTL putativo de una de las dos lineas parentales, tomando los valores 2, 1 0 0 con
una probabilidad que depende del genotipo de los marcadores i e i + 1 que flanquean al QTL
putativo y de la frecuencia de recombinacion entre el QTL y los marcadores; d{*: efecto de
dominancia del QTL putativo sobre el caracter 1; d>*: efecto de dominancia del QTL putativo sobre
el caracter 2; dn*: efecto de dominancia del QTL putativo sobre el caracter m; z*: indica la
heterocigocidad en el QTL tomando los valores de 1 o 0 para heterocigotas y homocigotas; x; y
z;: variables para el marcador /, asumiendo que un numero t de marcadores se seleccionaron
para controlar la variacién genética residual; bimy dim: coeficientes de regresion parcial de yjm
sobre x; y z;; ej1: efecto residual sobre el caracter 1 para el individuo j; ej: efecto residual sobre
el caracter 2 para el individuo j; ejn: efecto residual sobre el caracter m para el individuo j.

Este modelo asume que los efectos residuales ejs estan correlacionados entre caracteres

dentro de individuos con una covarianza Cov (ej, €j) = Ok = PxOx0i, pero son independientes entre
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individuos. Para el analisis de verosimilitud se asume que los errores eys son multivariados
distribuidos normalmente entre individuos con una media igual a cero y una matriz de covarianza
(Jiang and Zeng, 1995).

Para realizar este mapeo se empled el procedimiento JZmapqtl del programa Win QTL
Cartographer V 2.5. El método empleado fue el de mapeo por intervalo compuesto de caracteres
multiples y se utilizé el modelo 6 (modelo estandar) con un tamafo de ventana de 10 cM y con
cinco marcadores utilizados como cofactores para controlar la variacion genética residual. Se
utilizé el método de regresion forward y una velocidad de mapeo de 2 cM. Para determinar la
significancia de un QTL se realiz6 el test de 10 permutaciones con un nivel de significancia de
0,05. En el caso de que el valor umbral arrojado por el test de permutaciones fuese demasiado
elevado, se utilizé un valor umbral igual a 7 siguiendo el procedimiento descripto por Alvarez
Prado et al (2013) y Mandolino et al (2016).

Los QTLs identificados mediante este método se utilizaron en una segunda etapa para
construir un model final Multi-QTL, mediante el cual se estimaron los parametros asociados a los
mismos. En primer lugar se evalud la significancia de cada QTL para cada caracter en el modelo
y luego se estimaron los efectos aditivos de cada uno sobre cada caracter y el porcentaje de
varianza fenotipica explicada por el modelo completo de todos los QTLs incluidos sobre cada
rasgo. Para esto se utilizé el procedimiento de mapeo por intervalos multiples para multiples
caracteres (MT-MIM) y se empled el programa Win QTL Cartographer V 2.5. Se seleccioné el
numero de caracteres evaluados previamente, el numero de QTLs identificados y se agrego el
dato referido a la posicion de cada uno de estos.

De esta manera se pudo determinar si un QTL poseia efecto aditivo significativo sobre mas
de un caracter, lo cual explicaria la correlaciéon genotipica. Ademas, al considerar a un rasgo
evaluado en ambientes diferentes como estados diferentes del mismo, se pudo detectar si un
QTL determinado poseia efecto sobre un caracter en uno o mas ambientes y si la magnitud y el
efecto de ese QTL era el mismo o se modificaba de un ambiente a otro.

Para realizar este analisis, los caracteres se agruparon en base a su funcion. Un grupo
estuvo constituido por caracteres relacionados con la arquitectura de canopeo y se buscaron
QTLs asociados a estos. Luego se analizaron los rasgos asociados a floracion de manera
conjunta y otro grupo se conformé con los caracteres asociados a la senescencia en postfloracion.
Por dltimo se realizé un analisis incluyendo a los rasgos que presentaron una correlacion
genotipica con BIO y RGP, para determinar el efecto de estos caracteres sobre la produccion de

biomasa y el rendimiento.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS ESTADISTICO

3.1.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

3.1.1.1. COMPORTAMIENTO DE LAS LINEAS PARENTALES

En las Tablas 4 a 6 se muestran los valores medios de cada linea parental para cada caracter en

los experimentos 1y 3 y el promedio a través de repeticiones y ambientes, respectivamente.
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Tabla 4: Valores medios obtenidos para las lineas parentales en el Exp1.

Caracter Unidad L5605 LP179 MDS Fisher
EA dias 59,50 61,00 ns
ES dias 59,50 62,50 ns
ASI dias 0,00 1,50 ns
AP cm 110,08 86,50 *
NHT hojas.pl’ 20,33 19,33 ns
LE cm 7,79 7,63 ns
ANG grados 24,78 32,41 *
AFM cm? 2664,32 2862,39 ns
IAF mZ2.m= 2,39 2,57 ns
LMH cm 56,40 61,07 ns
AMH cm 6,43 7,48 ns
PHV dias 64,00 95,83 *
PES dias 124,33 156,83 *
TSP1 h.dia™ 0,22 0,12 *
TSP2 cm?.dia™ 40,78 29,87 *
NHVE - 14,17 11,5 *
fRFAlmax - 0,38 0,42 ns
BIO g.pl’ 84,25 92,53 ns
RGP g.pl" 20,92 15,42 ns
NGP granos.pl” 77,83 61,00 ns
PG mg.grano™’ 240,23 246,45 ns
IC - 0,20 0,15 ns

*: Probabilidad asociada p<0,05 del test MDS de Fisher; ns: no significativo.

EA: periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-
silking; AP: altura de planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de los
entrenudos; ANG: angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo por
planta en floracion; IAF: indice de area foliar maximo en floraciéon; LMH: longitud maxima
de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV: persistencia de las hojas verdes en
postfloracion; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa promedio de
senescencia en postfloracion; NHVE: nimero de hojas verdes en floracion; fRFAImax:
fraccién de la radiacién fotosintéticamente activa interceptada en floracién; BIO: biomasa
aérea en madurez fisioldgica; RGP: rendimiento en grano por planta; NGP: numero de
granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.
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Tabla 5: Valores medios obtenidos para las lineas parentales en el Exp3.

Caracter Unidad L5605 LP179 MDS Fisher
EA dias 57,00 63,50 *
ES dias 57,00 63,50 *
ASI dias 0,00 0,00 ns
AP cm 155,58 139,25 *
NHT hojas.pl’ 18,50 18,33 ns
LE cm 13,21 11,01 *
ANG grados 26,65 37,39 *
AFM cm? 3381,47 4765,83 *
IAF m?2.m2 3,04 4,28 *
LMH cm 67,92 81,73 *
AMH cm 7,37 9,13 *
PHV dias 58,00 72,83 *
PES dias 115,00 136,33 *
TSP1 h.dia™ 0,20 0,17 ns
TSP2 cm?.dia™ 58,83 69,93 ns
NHVE - 11,83 12,67 ns
fRFAlmax - 0,65 0,65 ns
BIO g.pl’ 117,85 202,90 *
RGP g.pl" 42,05 61,27 ns
NGP granos.pl 189,67 222,33 ns
PG mg.grano™’ 224.34 259,54 ns
IC - 0,36 0,29 ns

*: Probabilidad asociada p<0,05 del test MDS de Fisher; ns: no significativo.

EA: periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-
silking; AP: altura de planta; NHT: numero de hojas totales; LE: longitud promedio de
los entrenudos; ANG: angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo
por planta en floracion; IAF: indice de area foliar maximo en floraciéon; LMH: longitud
maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV: persistencia de las hojas
verdes en postfloracion; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa promedio de
senescencia en postfloracion; NHVE: numero de hojas verdes en floracion; fRFAlmax:
fraccidon de la radiacion fotosintéticamente activa interceptada en floracion; BIO:
biomasa aérea en madurez fisioldgica; RGP: rendimiento en grano por planta; NGP:
numero de granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.



Tabla 6: Valores medios de las lineas parentales a través de los tres experimentos.

Caracter Unidad L5605 LP179 MDS Fisher
EA dias 58,25 62,25 *
ES dias 58,25 63,00 *
ASI dias 0,00 0,75 ns
AP cm 134,68 115,20 *
NHT hojas.pl’ 18,87 18,80 ns
LE cm 10,91 9,54 ns
ANG grados 24,73 33,80 *
AFM cm? 3265,58 4321,06 *
IAF m2.m> 2,93 3,88 *
LMH cm 62,96 71,74 *
AMH cm 6,97 8,44 *
PHV dias 55,66 80,55 *
PES dias 122,11 145,72 *
TSP1 h.dia™ 0,21 0,15 *
TSP2 cm?.dia™’ 59,13 54,13 ns
NHVE - 12,44 12,05 ns
fRFAlmax - 0,55 0,53 ns
BIO g.pl’ 105,12 154,63 *
RGP g.pl" 36,04 45,96 ns
NGP granos.pl’ 146,13 168,33 ns
PG mg.grano™ 247,51 261,41 ns
IC - 0,33 0,28 ns

*: Probabilidad asociada p<0,05 del test MDS de Fisher; ns: no significativo.

EA: periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking; AP:
altura de planta; NHT: numero de hojas totales; LE: longitud promedio de los entrenudos; ANG:
angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo por planta en floracion; IAF: indice
de area foliar maximo en floracion; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja;
PHV: persistencia de las hojas verdes en postfloracion; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP:
tasa promedio de senescencia en postfloracion; NHVE: niumero de hojas verdes en floracion;
fRFAImax: fraccion de la radiacién fotosintéticamente activa interceptada en floracién; BIO: biomasa
aérea en madurez fisiolégica; RGP: rendimiento en grano por planta; NGP: nimero de granos por

planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.

Las lineas parentales mostraron diferencias significativas para los rasgos AP, ANG, PHV, PES,
TSP y NHVE en el Exp1. En el Exp3 mostraron diferencias significativas en EA, ES, AP, LE, ANG,
AFM, IAF, LMH, AMH, PHV, PES y BIO. A través de los tres ambientes mostraron diferencias
significativas para los rasgos EA, ES, AP, ANG, AFM, IAF, LMH, AMH, PHV, PES, TSP1 y BIO.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los tres experimentos y con los valores medios a través
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de los tres ambientes, la linea parental L5605 presenté mayor altura de planta que LP179 y menor
angulo de insercion foliar. La linea LP179 tuvo mayores valores de IAF y AFM como resultado de
valores mayores de LMH y AMH. Ademas, mostré mayor persistencia de hojas verdes en
postfloracion, indicando poseer una senescencia mas retrasada en dicho periodo. Los promedios
a través de repeticiones y ambientes no mostraron diferencias significativas entre las lineas
parentales para RGP, NGP y PG, pero si el promedio para BIO, siendo mayor el de la linea LP179.
Ademas, la linea LP179 posee un ciclo de vida mas largo que L5605, evidenciado por su
promedio de PES.

En la Figura 1, se muestra la evolucién del NHVR en el periodo de postfloracion de las

lineas parentales en el Exp1, Exp3 y a través de los tres ambientes, respectivamente.

Figura 1: Evolucion del NHVRpr en las lineas parentales en el Exp1, Exp3 y a través de
ambientes.
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La senescencia en la linea parental LP179 progres6 mas lentamente durante el periodo de
postfloracion por cuanto mantuvo sus hojas verdes por mas tiempo. En el Exp1, cuando la linea
L5605 habia senescido completamente, la linea LP179 aun conservaba mas del 50% de sus
hojas verdes (Figura 1a). En el Exp3, L5605 senescié completamente a los 58 dias mientras
LP179 mantenia mas del 60% de sus hojas fotosintéticamente activas (Figura 1b). En la figura
1¢, donde se muestra la evolucion del NHVRgr con el dato promedio de los tres ambientes, puede
observarse que cuando L5605 senescié completamente, LP179 conservaba mas del 60% de sus

hojas verdes.

3.1.1.2. EVALUACION DE LA POBLACION DE RILs
En las Tablas 7 a 10 se muestran los valores de las medidas de resumen para cada uno de los

caracteres en los Exp1 y 3, los valores observados en el Exp2 para la unica repeticién evaluada

y los promedios a través de repeticiones y ambientes, respectivamente.
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Tabla 7: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp1.

Variable Unidad N Media Min Max Mediana DE EE (04}
EA dias 138 63,98 56,50 74,50 64,00 3,02 0,26 4,71
ES dias 138 65,96 57,00 75,00 66,00 2,87 0,24 4,35
ASI dias 138 1,95 -4,00 7,00 2,00 1,89 0,16 96,64
AP cm 138 88,01 66,60 114,50 87,85 11,42 0,97 12,98
NHT hojas.pl’ 138 20,24 17,30 23,15 20,15 1,18 0,10 5,85
LE cm 138 7,27 5,05 10,44 7,25 1,07 0,09 14,76

ANG grados 138 26,85 13,35 55,40 26,03 6,45 0,55 24,01
AFM cm? 138 2836,72 1693,00 4305,10 2808,65 590,92 50,30 20,83
IAF m2.m2 138 2,55 1,52 3,87 2,53 0,53 0,05 20,83
LMH cm 138 54,01 39,00 66,65 54,60 5,29 0,45 9,79
AMH cm 138 6,84 5,15 8,70 6,80 0,81 0,07 11,83
PHV dias 138 71,67 38,70 97,80 73,18 9,83 0,84 13,72
PES dias 138 135,62 100,35 161,30 137,85 10,61 0,90 7,82
TSP1 h.dia™ 138 0,18 0,12 0,37 0,17 0,04 0,0032 21,60
TSP2 cm?.dia™’ 138 40,29 22,28 71,81 38,48 9,60 0,82 23,82

fRFAlmax - 138 0,37 0,07 0,68 0,38 0,13 0,01 35,65
BIO g.pl’ 138 77,70 35,30 131,00 77,03 19,00 1,62 24,46
RGP g.pl’ 138 14,50 0,09 53,45 11,32 10,89 0,93 75,13
NGP granos.pl’ 138 70,79 0,30 230,50 55,85 51,82 4,41 73,20
PG mg.grano”’ 138 193,91 102,30 270,70 195,30 33,56 2,86 17,31
IC - 138 0,16 0,002 0,43 0,14 0,10 0,01 63,31

N: ndmero de RILs evaluadas en el Exp 1; Min: valor minimo; Max: valor maximo; DE: desvio estandar; EE: error

estandar; CV: coeficiente de variacion.



Tabla 8: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp 2.

Variable Unidad N Media Min Max Mediana DE EE cVv
AP cm 130 127,32 71,00 178,80 125,25 19,18 1,68 15,07
NHT hojas.pl”’ 130 18,00 13,70 21,00 18,00 1,52 0,13 8,44
LE cm 130 11,30 8,00 14,83 11,12 1,43 0,13 12,69
ANG grados 130 25,48 13,10 54,60 24,45 7,12 0,62 27,96
AFM cm? 130 4105,70 2567,30 6716,10 4037,50 796,66 69,87 19,40
IAF m2.m-2 130 3,70 2,31 6,04 3,63 0,72 0,06 19,40
LMH cm 130 64,26 54,70 79,40 64,80 5,20 0,46 8,02
AMH cm 130 8,23 6,40 11,10 8,20 0,87 0,08 10,55
PHV dias 130 57,78 45,00 77,00 56,00 8,19 0,72 14,18
PES dias 130 132,20 116,00 153,00 132,00 8,42 0,74 6,37

TSP1 h.dia™’ 130 0,20 0,12 0,29 0,20 0,04 0,0032 18,34
TSP2 cm?.dia’ 130 72,43 38,44 138,36 69,55 17,35 1,53 23,96

fRFAlmax - 130 0,53 0,21 0,81 0,54 0,12 0,01 22,02
BIO g.pl" 130 135,45 67,20 225,70 133,70 29,63 2,60 21,87
RGP g.pl” 130 45,15 2,90 97,40 45,25 20,52 1,80 45,44
NGP granos.pl’ 130 216,93 13,70 496,70 214,65 98,62 8,65 45,46
PG mg.grano” 130 208,80 121,30 321,30 208,95 33,65 2,95 16,12
IC - 130 0,31 0,03 0,53 0,33 0,12 0,01 37,17

N: numero de RILs evaluadas en el Exp 2; Min: valor minimo; Max: valor maximo; DE: desvio estandar; EE: error estandar; CV:
coeficiente de variacién.



Tabla 9: Medidas de resumen de los caracteres evaluados en el Exp3.

Variable Unidad N Media Min Max Mediana DE EE CcVv
EA dias 133 63,22 58,00 68,50 63,00 1,88 0,16 2,98
ES dias 133 64,65 59,00 70,00 64,50 2,05 0,18 3,17
ASI dias 133 1,40 -1,50 5,50 1,50 1,51 0,13 108,14
AP cm 133 145,06 101,30 189,20 142,60 17,89 1,55 12,33
NHT hojas.pl’ 133 19,25 15,80 22,00 19,15 1,20 0,10 6,24
LE cm 133 12,11 8,30 16,40 12,00 1,66 0,14 13,68
ANG grados 133 29,61 17,00 54,20 27,70 7,73 0,67 26,11
AFM cm? 133 3908,35 2635,64 5716,53 3919,48 615,74 53,39 15,75
IAF m?.m 133 3,52 2,37 5,14 3,53 0,55 0,05 15,75
LMH cm 133 70,56 57,90 86,45 70,15 5,13 0,45 7,27
AMH cm 133 8,01 6,45 9,80 7,90 0,75 0,06 9,33
PHV dias 133 62,98 38,30 79,30 62,30 6,83 0,59 10,85
PES dias 133 126,23 101,30 143,00 126,80 7,03 0,61 5,57

TSP1 h.dia™ 133 0,19 0,15 0,28 0,19 0,03 0,0023 13,87
TSP2 cm?.dia™ 133 63,29 42,22 109,00 63,38 12,90 1,12 20,39

fRFAlmax - 133 0,77 0,55 0,92 0,78 0,07 0,01 9,55
BIO g.pl” 133 121,45 72,25 179,45 120,25 20,91 1,81 17,22
RGP g.pl” 133 36,59 0,00 73,00 36,25 14,19 1,23 38,78
NGP granos.pl’ 133 203,58 0,00 374,30 207,30 75,99 6,59 37,33
PG mg.grano” 133 178,00 83,20 249,05 181,88 27,95 2,43 15,70
IC - 133 0,28 0,00 0,45 0,30 0,10 0,01 34,04

N: nimero de RILs evaluadas en el Exp 3; Min: valor minimo; Max: valor maximo; DE: desvio estandar; EE: error

estandar; CV: coeficiente de variacion.



Tabla 10: Medidas de resumen de los caracteres evaluados con los datos promedios a través de los tres

ambientes.

Variable Unidad N Media Min Max Mediana DE EE CcVv
EA dias 151 63,61 56,50 72,00 63,50 2,14 0,39 2,09
ES dias 151 65,28 57,00 71,50 65,25 2,12 0,40 2,03
ASI dias 151 1,67 -2,25 5,75 1,75 1,45 0,27 66,46
AP cm 151 117,37 67,05 163,48 118,83 12,33 3,94 10,26
NHT hojas.pl’ 151 19,25 16,05 21,80 19,20 0,97 0,31 5,06
LE cm 151 9,94 5,08 13,28 10,07 1,04 0,34 10,17
ANG grados 151 27,24 15,27 52,52 25,77 5,31 1,73 19,44
AFM cm? 151 3567,79 1892,10 5613,32 3534,80 503,22 163,13 13,91
IAF m?.m 151 3,21 1,70 5,05 3,18 0,45 0,14 13,84
LMH cm 151 62,51 46,15 77,50 63,07 3,88 1,27 6,21
AMH cm 151 7,63 5,75 9,68 7,57 0,60 0,19 7,86
PHV dias 151 64,15 38,70 83,53 64,72 6,25 2,02 9,74
PES dias 151 130,96 100,35 151,87 131,60 6,57 2,12 5,01

TSP1 h.dia™ 151 0,19 0,14 0,37 0,19 0,027 0,0089 14,21
TSP2 cm?.dia™ 151 57,78 26,68 107,69 56,35 10,19 3,24 17,63

fRFAlmax - 151 0,55 0,15 0,76 0,56 0,082 0,026 14,90
BIO g.pl” 151 108,32 45,80 192,98 110,10 17,64 5,66 16,28
RGP g.pl” 151 30,11 0,00 77,88 30,99 11,73 3,71 38,95
NGP granos.pl’ 151 154,14 0,00 363,05 163,58 58,12 18,43 37,70
PG mg.grano” 151 193,01 123,87 258,10 193,76 2346 7,77 12,15
IC - 151 0,24 0,00 0,42 0,26 0,079 0,026 32,91

N: nimero de RILs evaluadas; Min: valor minimo; Max: valor maximo; DE: desvio estandar; EE: error estandar; CV:

coeficiente de variacion.



En el Exp1 durante la campafia 2013/2014 las condiciones climaticas fueron adversas para el
crecimiento de la poblacion de RILs. Desde la emergencia hasta el inicio del periodo critico
llovieron solamente 141 mm y las temperaturas fueron muy elevadas, reflejadas en altos valores
de temperatura maxima y media (31,3°C y 24,1°C). Por lo tanto las plantas estuvieron expuestas
a un estrés hidrico significativo que afecto el crecimiento vegetativo dando como resultado bajos
valores de AP, LMH y AMH y por lo tanto un bajo valor de area foliar por planta e IAF. Como
consecuencia de esto las RILs no llegaron a desarrollar un canopeo lo suficientemente importante
como para interceptar un alto porcentaje de la radiacion incidente (fRFAlmax = 0,37).

Durante el periodo critico (fecha promedio de floracion £ 15 dias), el total de precipitaciones
fue de 440 mm, sin embargo al comienzo de dicho periodo, desde el 12 hasta el 20 de enero las
precipitaciones fueron muy escasas, sumado a las altas temperaturas registradas, lo cual habria
reducido la tasa de crecimiento de las plantas, afectando la fijacion de granos, dando como
resultado valores bajos de RGP y NGP. El bajo valor medio de BIO reflejo tales limitaciones para
el crecimiento de las plantas y la acumulacién de materia seca.

Durante el periodo de llenado de granos, las precipitaciones totales fueron 344 mm y la
temperatura media promedio disminuyd significativamente (18,6°C). Debido a la baja tasa de
crecimiento de las plantas durante el periodo critico, pudo haberse visto afectado el peso
potencial de los granos, dando como resultado un bajo valor promedio del mismo. En el anexo V,
Figuras 17 y 18 se muestran el régimen de precipitaciones y la variacion en las temperaturas
maximas, minimas y medias durante el ciclo de cultivo correspondiente al Exp1.

En el Exp2 la primera repeticion del ensayo se sembré el 24/10/2014 y la segunda el
28/10/2014. Luego de sembrar la segunda repeticion llovieron 141 mm (Anexo V, Figura 19). Esto
ocasion6 anegamientos y posterior endurecimiento de la superficie del suelo que interfirié en la
normal emergencia de las plantas en la misma. Por lo tanto, la emergencia no fue la adecuada y
al no obtenerse la densidad de plantas requerida para la evaluacion esta repeticion no se empled
para las mediciones fenotipicas. En este ensayo se evalud la primera repeticion solamente, la
cual a su vez se utilizd6 para multiplicar semillas para repetir el experimento en la campafa
siguiente. Al evaluar una sola repeticion, no se pudo llevar a cabo el test de comparacion de
medias (no es posible obtener una estimacion del error experimental) y determinar si las lineas
parentales mostraron diferencias significativas en los valores medios de los caracteres evaluados.
De todas maneras las condiciones climaticas fueron favorables. Desde la fecha de siembra hasta
inicios del periodo critico (15 de enero + 15 dias) llovieron 410 mm y las RILs no sufrieron periodos

de estrés hidrico, dando como resultado altos valores de AP, LMH, AMH, AFM e IAF. A su vez,
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el valor promedio de fRFAInax fue mayor con respecto al Exp1 (0,53). Durante el periodo critico
(1 de enero a 30 de enero) llovieron 188 mm lo cual favorecio6 la fijacion de un elevado NGP,
dando como resultado altos valores de BIO y RGP. Durante el periodo de llenado de granos las
precipitaciones fueron menores (89 mm), sin embargo, el PG promedio fue mayor al del Exp1,
posiblemente debido a que las condiciones favorables durante el periodo critico hicieron posible
que las plantas tuviesen una tasa de crecimiento elevada como para fijar granos con un tamafo
potencial alto y esto sumado al gran desarrollo vegetativo dio como resultado una alta tasa de
llenado de granos en el periodo de postfloracion. En cuanto a la temperatura maxima promedio,
fue levemente mayor a la del Exp1 (28,2°C en Exp2 y 27,4°C en Exp1), sin embargo fue menor
durante el periodo de emergencia a floracién con respecto al ensayo anterior (28,5°C en Exp2 y
31,3°C en Exp1). Con respecto a la temperatura media durante todo el ciclo, fue la misma en
ambos experimentos (21,2°C), pero durante el periodo de llenado de granos fue mayor en el Exp2
(20,8°C) con respecto al Exp1 (18,6°C). En el primer ensayo las temperaturas fueron muy altas
durante el periodo de emergencia a floracion y el periodo critico, pero disminuyé mas
marcadamente durante el periodo de llenado de granos, en cambio en el Exp2 las temperaturas
fueron mas homogéneas durante todo el ciclo del cultivo. En el anexo V, Figura 20, se muestra
la variacién en las temperaturas maxima, media y minima durante el ciclo de cultivo en el Exp2.
En este experimento los rasgos asociados a floraciéon (EA, ES y ASI) no se evaluaron debido a
que en el momento en que las RILs alcanzaron el estadio de floracién se comenzaron a efectuar
las operaciones de autofecundacion para multiplicar semillas y poder repetir el ensayo en la
campana siguiente.

En el Exp3 desde la emergencia hasta inicios del periodo critico llovieron 229 mm con
precipitaciones homogéneamente distribuidas lo cual hizo que las plantas no estuviesen
expuestas a estrés hidrico (Anexo V, Figura 21). Como resultado de esto las RILs tuvieron un
buen crecimiento vegetativo, con valores promedios elevados de AP, LMH, AMH, AFM e IAF.
Ademas la fRFAImax fue la mayor de los tres ensayos (0,77). Durante el periodo critico, llovieron
106 mm, de los cuales 86 mm tuvieron lugar en un solo dia al inicio del mismo y los restantes 20
mm se distribuyeron en los 28 dias siguientes. Esto no afecto la fijacion de granos, dado que el
NGP promedio fue similar al del Exp2 (216,93 en el Exp2 y 203,58 en el Exp3) pero el RGP
promedio fue menor en este ensayo con respecto al ensayo anterior (45,15 g.pl™ en el Exp2 y
36,59 g.pl" en el Exp3) debido a diferencias en el PG promedio (208,8 mg.grano™” en Exp2 y
178,0 mg.grano™ en el Exp3). Durante el periodo de llenado de granos llovieron 271 mm, por lo

tanto las plantas no estuvieron expuestas a un estrés hidrico durante esta fase de crecimiento.
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Por lo tanto las diferencias en el PG promedio podrian ser una causa de las bajas precipitaciones
al final del periodo critico, lo cual pudo haber afectado la tasa de crecimiento al final del mismo
dando como resultado una menor tasa de crecimiento por grano fijado, afectando el PG potencial
a inicios del llenado.

Las temperaturas maximas y media durante todo el ciclo de cultivo fueron similares a los
dos ensayos anteriores (Anexo V, Figura 22). Desde la emergencia hasta inicios del periodo
critico las temperaturas maximas y media fueron mayores a las del Exp2 (29,2°C y 22,4°C en
Exp3; 28,2°C y 21,2°C en el Exp2) y menores a las del Exp1 (31,3°C y 24,1°C) y durante el
periodo de llenado de granos la temperatura media fue de 21,9°C, mayor a la de los dos ensayos
anteriores (20,8°C en Exp2 y 18,6°C en Exp1).

3.1.2. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION NORMAL

En las Tablas 11 a 13 se muestran los valores de asimetria y kurtosis de cada rasgo y el resultado

del test de normalidad, para los experimentos 1, 2 y 3 respectivamente.
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Tabla 11: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado para
los caracteres evaluados en el Exp1.

Variable Unidad N Asimetria  Kurtosis Nsw
EA dias 138 0,60 1,06 ns
ES dias 138 -0,01 0,92 ns
ASI dias 138 -0,23 0,52 ns
AP cm 138 -0,08 -0,76 *

NHT hojas.pl’ 138 0,05 -0,30 ns
LE cm 138 0,37 0,02 ns
ANG grados 138 1,03 2,52 *
AFM cm? 138 0,27 -0,44 ns
IAF m?2.m2 138 0,27 -0,44 ns
LMH cm 138 -0,07 -0,07 ns
AMH cm 138 0,28 -0,42 ns
PHV dias 138 -0,68 1,53 o
PES dias 138 -0,89 1,32 **
TSP1 h.dia™’ 138 1,90 5,86 o
TSP2 cm?.dia™ 138 0,80 0,36 **
fRFAlmax - 138 0,12 -0,31 ns
BIO g.pl" 138 0,10 -0,41 ns
RGP g.pl’ 138 1,04 0,60 o
NGP granos.pl’ 138 1,02 0,37 >
PG mg.grano” 138 -0,13 -0,15 ns
IC - 138 0,69 -0,34 **

Nsw: test de Shapiro-Wilks modificado; *: Probabilidad asociada p<0,01; **: Probabilidad
asociada p<0.0001; ns: no significativo.

En el Exp1, los caracteres AP y ANG no mostraron distribucién normal (p<0,01), al igual que los
caracteres PHV, PES, TSP1, TSP2, RGP, NGP e IC (p<0,0001), aunque los valores de
probabilidad asociada de estos ultimos indica que su distribucion estuvo mas alejada de la normal
con respecto a los dos primeros. En el anexo lll, Figura 14, se muestran los histogramas

correspondientes a la distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp1.
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Tabla 12: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado para los
caracteres evaluados en el Exp2.

Variable Unidad N Asimetria  Kurtosis Nsw
AP cm 130 0,23 -0,14 ns
NHT hojas.pl’ 130 -0,21 -0,27 ns
LE cm 130 0,03 -0,60 ns
ANG grados 130 0,95 1,60 *x
AFM cm? 130 0,77 0,50 **
IAF m2.m> 130 0,77 0,50 **
LMH cm 130 0,19 -0,23 ns
AMH cm 130 0,43 0,00024 ns
PHV dias 130 0,48 -0,31 *x
PES dias 130 0,37 -0,19 *
TSP1 h.dia™ 130 0,12 -0,58 ns
TSP2 cm?.dia™’ 130 1,07 1,84 **
fRFAlmax - 130 -0,40 0,40 ns
BIO g.pl 130 0,47 0,16 ns
RGP g.pl’ 130 0,11 -0,47 ns
NGP granos.pl’ 130 0,18 -0,17 ns
PG mg.grano™ 130 0,18 0,52 ns
IC - 130 -0,50 -0,56 **

Nsw: test de Shapiro-Wilks modificado; *: Probabilidad asociada p<0,01; **: Probabilidad

asociada p<0.0001; ns: no significativo.

En el Exp2 los caracteres ANG, AFM, IAF, PHV, TSP2 e IC mostraron una distribucién fenotipica

alejada de la normal, con valores de probabilidad asociada del test estadistico p<0,0001. En el

anexo lll, Figura 15, se muestran los histogramas correspondientes a la distribucion fenotipica de

los caracteres en el Exp2.
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Tabla 13: Valores de asimetria, kurtosis y test Shapiro-Wilks modificado para

los caracteres evaluados en el Exp3.

Variable Unidad N Asimetria  Kurtosis Nsw
EA dias 133 -0,23 0,07 ns
ES dias 133 0,37 0,03 *
ASI dias 133 0,52 -0,11 **
AP cm 133 0,19 -0,12 ns
NHT hojas.pl’ 133 -0,07 -0,02 ns
LE cm 133 0,31 -0,16 ns

ANG grados 133 0,75 -0,01 *x
AFM cm? 133 0,48 0,31 ns
IAF m?2-m- 133 0,48 0,31 ns
LMH cm 133 0,34 0,33 ns
AMH cm 133 0,39 -0,30 *
PHV dias 133 -0,31 1,46 ns
PES dias 133 -0,41 1,35 ns
TSP1 h.dia™ 133 0,57 0,23 ns
TSP2 cm?.dia™ 133 0,73 0,67 *
fRFAlmax - 133 -0,56 0,31 ns
BIO g.pl" 133 0,38 0,05 ns
RGP g.pl’ 133 -0,05 -0,19 ns
NGP granos.pl” 133 -0,29 -0,51 ns
PG mg.grano” 133 -0,09 0,23 ns
IC - 133 -0,67 -0,20 **

Nsw: test de Shapiro-Wilks modificado; *: Probabilidad asociada p<0,01; **: Probabilidad

asociada p<0.0001; ns: no significativo.

En el Exp3, los caracteres ASI, ANG e IC mostraron una distribucién fenotipica alejada de la

normal con valores de probabilidad asociada del test estadistico p<0,0001. Los caracteres ES,

AMH y TSP2 no presentaron distribucion normal de acuerdo al test estadistico (p<0,01) pero de

acuerdo a los valores de asimetria y kurtosis, la distribucion fenotipica no difiere marcadamente

de la normal. En el anexo lll, Figura 16, se muestran los histogramas de distribucion fenotipica

de los caracteres evaluados en el Exp3.
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3.1.3. ANALISIS DE LAS SEGREGACIONES TRANSGRESIVAS

En la Tabla 14 se muestran los resultados correspondientes al andlisis de las segregaciones

transgresivas.

Tabla 14: Segregacion transgresiva de la poblacion de RILs con respecto a las lineas parentales.

Variable Exp STw Exp STw Exp STw
EA *% * k%
ES *k * * %
ASI *% * %k %k %k
AP k% kk k%
NHT *% * %k %k %k
LE k% k% k%

ANG *% * %k * %
AFM *% * %k k%
IAF *% * %k %k %k
LMH 1 ** 3 *x Promedio *x
AMH *% * %k %k %k
PHV * *ok *
PES *% * %k %k %k
TSP1 * *x *
TSP2 *% * %k %k %k

fRFAImax *% * %k k%

BIO *% * %k %k
RGP *% * %k k%
NGP *% * %k %k %k

PG *% * *

IC *% * %k %k %k

*

STw: prueba de segregacion transgresiva segun Wolyn et al (2004); **: Segregacion
transgresiva hacia ambos extremos de la distribucion; *: Segregacion transgresiva hacia un
extremo de la distribucion.

En el Exp2, debido a que no se pudieron determinar las diferencias medias significativas entre
las lineas parentales, se opté por no analizar las segregaciones transgresivas. En los
experimentos restantes todos los caracteres mostraron segregacion transgresiva hacia ambos
extremos de la distribucién fenotipica, excepto el caracter PHV en el Exp1, que presentd
segregacion transgresiva hacia el extremo inferior de la distribucion porque la linea parental

LP179 tuvo los valores mayores de persistencia. Ademas, en este experimento el caracter TSP1
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mostro segregacion transgresiva solamente hacia los valores superiores de la distribucion debido
a que la linea parental LP179 presentod la menor tasa promedio de senescencia. En el Exp3, los
caracteres EA y ES presentaron segregacion transgresiva solamente hacia los valores mayores
de la distribucion, dado que la linea parental L5605 es la que menos dias tardd en llegar a
floracion masculina y femenina. Ademas, los caracteres BIO y PG también presentaron
segregacion transgresiva hacia uno de los extremos de la distribucion solamente, debido a que
la linea parental LP179 arrojé los mayores valores de estos rasgos. Con respecto al dato
promedio de los tres ambientes, para todos los rasgos existié segregacién transgresiva hacia
ambos extremos excepto para PHV, TSP1 y PG, debido a que la linea LP179 presento los valores
mayores de PHV y PG, y el menor valor de TSP1. En las Figuras 2, 3 y 4 se muestran las
proporciones de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada rasgo en Exp1, Exp3y a

través de ambientes, respectivamente.

Figura 2: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter en el Exp1.
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EA: Periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking;
AP: altura de planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de entrenudos; ANG:
angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo por planta; IAF: indice de area
foliar verde maximo; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV:
persistencia de hojas verdes en postfloracién; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP1:
tasa promedio de senescencia en postfloracién; TSP2: tasa promedio de senescencia en
postfloracion; fRFAImax: fraccion de la radiacion fotosintéticamente activa interceptada; BIO:
biomasa aérea en madurez fisiolédgica; RGP: rendimiento en grano por planta; NGP: numero de
granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.
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Figura 3: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter en el Exp3.
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EA: Periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking;
AP: altura de planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de entrenudos; ANG:
angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo por planta; IAF: indice de area
foliar verde maximo; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV:
persistencia de hojas verdes en postfloraciéon; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa
promedio de senescencia en postfloracion; fRFAImax: fraccion de la radiacion fotosintéticamente
activa interceptada; BIO: biomasa aérea en madurez fisioldégica; RGP: rendimiento en grano por
planta; NGP: nimero de granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.
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Figura 4: Numero de genotipos transgresivos y no transgresivos para cada caracter a través de
ambientes.
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EA: Periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking;
AP: altura de planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de entrenudos; ANG:
angulo vertical de insercion foliar; AFM: area foliar verde maximo por planta; IAF: indice de area
foliar verde maxima; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV:
persistencia de hojas verdes en postfloracion; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa
promedio de senescencia en postfloracion; fRFAImax: fraccion de la radiacion fotosintéticamente
activa interceptada; BIO: biomasa aérea en madurez fisioldégica; RGP: rendimiento en grano por
planta; NGP: nimero de granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.

En los caracteres para los cuales las lineas parentales no se diferenciaron significativamente,
hubo una mayor cantidad de genotipos transgresivos. Por ejemplo, para el caracter ASI, tanto en
el Exp1 como en el Exp3 hubo una gran proporcién de genotipos transgresivos superiores debido
a que ambas lineas parentales poseen una asincronia floral baja. En el caso del ANG, en los dos
ensayos la proporcidon de individuos transgresivos y no transgresivos fue similar, siendo
levemente mayor el numero de los ultimos. Para los rasgos AFM e IAF en el Exp1 se observd
una mayor cantidad de genotipos transgresivos dado que las lineas parentales no mostraron una
respuesta diferenciada y en el Exp3 se observd la mayor cantidad de individuos no transgresivos
debido a que las lineas parentales tuvieron un comportamiento casi contrastante. El AMH, es el
rasgo asociado al area foliar que mostré la mayor proporcién de genotipos no transgresivos en
los dos experimentos, debido a que las lineas parentales difieren mas marcadamente en este
atributo con respecto a la LMH. En el caso de los caracteres PHV, PES y TSP1, en los dos
ensayos se observo una baja proporcion de genotipos transgresivos, indicando que las lineas
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parentales poseen una marcada diferencia en cuanto a la senescencia en el periodo de
postfloracion. Para el PG, en los dos experimentos casi todos los genotipos fueron transgresivos
hacia los valores inferiores dado que ambas lineas parentales poseen PG similar y elevado.

Al utilizar el dato promedio a través de los tres ambientes el numero de genotipos
transgresivos disminuy6 (Figura 4). Excepto para los caracteres EA, ES, ASI, NHT, fRFAlmax, RGP
y PG, para el resto de los caracteres la proporcion de genotipos no transgresivos fue superior a

la de transgresivos.

3.1.4. CORRELACIONES FENOTIPICAS ENTRE CARACTERES

En las Tablas 15 a 17 se presentan los coeficientes de correlaciones fenotipicas entre los

caracteres para los ensayos 1, 3 y a través de ambientes, respectivamente.
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Tabla 15: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados en el Exp1.

Caracter | EA ES ASI AP | NHT | LE | ANG | IAF | LMH | AMH | PHV PES TSP1 TSP2 |fRFAIma | BIO RGP | NGP | PG IC
EA 1 0,80 | -0,37 | -0,18 -0,17 | -0,17 0,36

ES i 1 0,25 0,21 0,18 0,39 -0,22

ASI . . 1

AP * ns ns 1 0,26 | 0,62 0,28 | 0,48 0,21 0,38 0,42

NHT ns * ns ** 1 -0,19 0,44 0,21 0,34 0,28 0,27

LE * ns ns e * 1 0,29 -0,26

ANG * ns ns ns ns ns 1 -0,19

IAF ns ns ns ** e ns ns 1 0,53 | 0,70 0,25 0,28 0,72 0,37 0,68 0,39 0,39 0,20
LMH ns ns ns e ns ** * o 1 0,29 0,28 0,22 0,27 0,32 0,52 0,24 0,20

AMH ns ns ns ns ns ns ns o ** 1 0,17 0,53 0,23 0,56 0,24 0,24

PHV ns * ns ns ns ns ns ** ** * 1 0,96 -0,80 -0,47 0,26 0,37 0,29 0,28 | 0,18 | 0,22
PES e e ns ns ns ns ns ** ** ns i 1 -0,78 -0,43 0,25 0,35 0,28 0,27 | 0,20 | 0,22
TSP1 ns * ns ns * ** ns ns ns ns o e 1 0,57 -0,22 | -0,19 -0,22
TSP2 ns ns ns * ok ns ns ok ** . ok ok . 1 0,18 0,33

fRFAIma | NS ns ns e ** ns ns i ** ** ** ** ns * 1 0,43 0,18 0,21

BIO ns ns ns e ** ns ns i i i i i ns ** i 1 0,66 0,64 | 0,28 | 0,43
RGP ns ns ns ns ns ns ns el ** > ** ** > ns * il 1 0,96 | 0,42 | 0,93
NGP ns ns ns ns ns ns ns el * ** ** ** * ns ns e e 1 0,24 | 0,90
PG ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * * ns ns ** ** i ** 1 0,41
IC ns ns ns ns ns ns ns * ns ns ** * ** ns ns e e e e 1

* Probabilidad asociada p<0,05; ** Probabilidad asociada p<0,01; ***: probabilidad asociada p<0,0001; ns: no significativo; a la derecha de la diagonal se muestran
los valores de las correlaciones sianificativas.
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Tabla 16: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados en el Exp3.

Caracter | EA ES ASI AP | NHT | LE | ANG IAF LMH | AMH | PHV PES TSP1 TSP2 |fRFAIn | BIO RGP NGP PG IC
EA 1 0,73 | -0,26 0,47 | -0,27 0,49 0,32 | 0,20 0,19 0,31 0,40 0,31 -0,32
ES i 1 0,45 0,28 0,39 0,37 | 0,17 0,21 0,28 0,22 -0,41 -0,43 -0,54
ASI ** i 1 -0,24 | 0,18 -0,19 -0,22 -0,37 | -0,40 -0,36
AP ns ns ns 1 0,31 | 0,79 0,18 0,37 | -0,22 0,18 0,20 0,28 0,24

NHT e ** ** ** 1 -0,17 0,51 0,26 0,54 0,45 0,33 0,26

LE ** ns * e * 1 0,25 | -0,23 | -0,18 -0,26

ANG ns ns ns ns ns ns 1 0,19 0,20 0,19
IAF e e ns * e ns ns 1 0,68 | 0,64 0,26 0,78 0,39 0,53

LMH ** e ns e ** ** ns o 1 0,19 0,54 0,36 0,30 0,18 | -0,23
AMH * * ns * ns ** ns el * 1 0,46 0,38 0,18

PHV ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 1 0,96 -0,76 -0,61 0,23 0,23 0,32 | 0,18
PES * * ns ns ns ** ns ns ns ns o 1 -0,67 -0,49 0,26 0,18 0,29

TSP1 ** ns * * i ns ns ** ns ns i e 1 0,68 0,21 -0,21 | -0,23
TSP2 ok *x ns " ok ns ns ok ok ok ok . . 1 0,33 0,25 018
fRFAL L | ** *x *x *x *x ns ns ek ek ns ns ns * o 1

BIO ns ns * ** ** ns ns el ** el ** ** ns ** ns 1 0,67 0,51 0,42 | 0,32
RGP ns i i ns ns ns * ns ns ns ** * ns ns ns i 1 0,90 | 0,36 | 0,90
NGP ns e e ns ns ns * ns ns * ns ns ns ns ns e e 1 0,88
PG ns ns ns ns ns ns ns ns * ns ** ** * ns ns b o ns 1 0,22
Ic - ok ok ns ns ns * ns ok ns * ns - * ns ok - - " 1

* Probabilidad asociada p<0,05; ** Probabilidad asociada p<0,01; ***: probabilidad asociada p<0,0001; ns: no significativo; a la derecha de la diagonal se muestran
los valores de las correlaciones sianificativas.
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Tabla 17: Correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados a través de ambientes.

Caracter | EA ES ASI AP | NHT | LE | ANG IAF LMH | AMH | PHV PES TSP1 TSP2 | fRFAImax | BIO RGP | NGP | PG IC
EA 1 0,78 | -0,34 0,29 0,33 0,34 0,21 0,24

ES i 1 0,29 0,27 0,30 0,24 0,18 0,35 0,24 -0,17 -0,20
ASI e ** 1 0,21 -0,18 | -0,22 -0,18
AP ns ns ns 1 0,83 0,51 0,64 | 0,20 0,48 0,59 0,58 | 0,37 | 0,35 0,24
NHT ** ** ns ns 1 -0,30 0,41 0,47 0,38 -0,19
LE ns ns * i ** 1 0,29 0,57 | 0,23 -0,20 0,33 0,45 045 | 0,39 | 0,38 0,32
ANG ns ns ns ns ns ns 1 0,25 0,16 | 0,17 0,18
IAF i ** ns e i ** ns 1 0,66 | 0,69 0,19 0,84 0,56 0,76 | 0,46 | 0,42 | 0,17 | 0,21
LMH ns ** ns el ns o ns o 1 0,36 0,55 0,60 0,58 | 0,37 | 0,33 | 0,17 | 0,22
AMH ns ns ns * ns ** ns i i 1 0,56 0,40 0,63 0,43 | 0,42 0,24
PHV ns * ns ns ns ns ns ns ns ns 1 0,95 -0,75 -0,48 0,18 0,17

PES el el ns ns ns ns ns * ns ns el 1 -0,73 -0,33 0,24 0,30 0,17 0,19

TSP1 ns ns ns ns e * ns ns ns ns e e 1 0,47 -0,17
TSP2 *x ns ns . . . ns . . . . . . 1 0.46 056 | 037 | 038 0,18
fRFAIma | ** ** ns e ns e ** e e e ns ** ns i 1 0,57 | 0,37 | 0,36 0,24
BIO ns ns ns e ns e ns e e e * ** ns il il 1 0,79 | 0,72 | 0,26 | 0,54
RGP ns ns * . ns . " . . . ns * ns ok ok . 1 095 | 027 | 0,92
NGP ns * *x . ns . * . . . ns ns ns - - - . 1 0,90
PG ns ns ns ns ns ns ns * * ns * * ns ns ns ** ** ns 1 0,22
To ns " * x * . * . . - ns ns * * - - ok — o 1

* Probabilidad asociada p<0,05; ** Probabilidad asociada p<0,01; ***: probabilidad asociada p<0,0001; ns: no significativo; a la derecha de la diagonal se muestran

los valores de las correlaciones significativas.
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Para el calculo de las correlaciones fenotipicas no se empleé el dato de AFM. Solamente se
incluyo el dato de IAF debido a que este surge de multiplicar el AFM por una constante (la
densidad de siembra) y por lo tanto la correlacion entre estos arrojaria un valor igual a 1.

En el Exp1, RGP correlaciond de manera positiva con sus componentes, NGP y PG y
ademas con BIO, IC, PHV, PES, LMH, AMH, IAF, y con TSP1 lo hizo de manera negativa. De
acuerdo a los valores de los coeficientes de correlacion obtenidos, el NGP fue el componente que
mayor importancia tuvo en la generacion del rendimiento, con respecto al PG. Al considerar al
RGP como el producto entre la BIO y el IC, este ultimo rasgo es el que mayor relevancia tuvo
sobre el rendimiento, aunque la correlaciéon entre RGP y BIO también fue elevada. En cuanto a
los caracteres asociados con la arquitectura de canopeo, el IAF fue el que presenté una mayor
correlacion con RGP. Esto indica que los genotipos que lograron un mayor crecimiento foliar
presentaron un mayor RGP. Con respecto a los rasgos asociados a la senescencia, PHV tuvo la
correlacion mas alta con RGP, aunque el valor no fue demasiado elevado, indicando que un
retraso en la senescencia en postfloracion tuvo un efecto positivo leve sobre el rendimiento.

Ademas los caracteres AP, NHT, IAF, LMH, AMH, PES, PHV y fRFAInax correlacionaron
de manera positiva con BIO. De los caracteres asociados con la arquitectura de canopeo, el IAF
fue el que mostré la mayor correlacion positiva con BIO, remarcando la importancia de generar
un alto IAF para lograr una gran produccion de biomasa. Ademas, fRFAIlnax presentd una
correlacion importante con BIO indicando que los genotipos que interceptaron un mayor
porcentaje de la radiacion incidente tuvieron mayor produccion de materia seca en madurez
fisioldégica. De los caracteres asociados con la senescencia, PHV fue el que mayor correlacion
mostré con BIO, sugiriendo que los genotipos con mayor persistencia foliar verde en postfloracion
tuvieron mayor crecimiento.

También se observo una correlacion positiva de fRFAlqax con PHV, PES, AMH, LMH, IAF,
NHT y AP. De estos rasgos, AP (0,38) e IAF (0,37) son los que mayor correlacion presentaron
con fRFAIlnax, indicando que los genotipos de mayor crecimiento interceptaron un mayor
porcentaje de la radiacion incidente. En un ambiente en el que las condiciones fueron adversas
y las RILs no tuvieron un buen crecimiento, un aumento en la AP pudo haber llegado a tener mas
importancia en la intercepcion que un aumento en el crecimiento foliar, de acuerdo a lo indicado
por los valores de los coeficientes de correlacion.

En el Exp3, RGP correlacion6 positivamente con sus componente (NGP y PG) y con BIO,
IC, PHV, ASI y ES (de manera negativa con estos dos ultimos). Sin embargo, ninguno de los

rasgos asociados a la arquitectura de canopeo mostré una correlacién importante con el
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rendimiento final. BIO correlacioné de manera positiva con PES, PHV, LMH, AMH, IAF, NHT y
AP. En cuanto a fRFAIlnax, mostré una correlacion positiva con LMH, IAF, NHT, AP, ES y EA. La
ausencia de correlacién entre los caracteres asociados con la arquitectura y RGP, sugiere que
un aumento en estos atributos generé una mayor produccion de biomasa, pero esto no implicé
una mayor particion de asimilados destinados a la produccion de granos. Tampoco se observd
una correlacion significativa de fRFAInax con BIO ni con RGP. Esto estaria indicando que la
eficiencia en el uso de la radiacion de las RILs en este experimento fue baja.

Con el dato promedio de los tres ambientes, se observdé una correlacién positiva
significativa de RGP con AP, LE, IAF, LMH, AMH TSP2, fRFAInax, BIO y sus componentes. En
cuanto a BIO correlacioné de manera significativa con AP, LE, IAF, LMH, AMH, PES, TSP2 y
fRFAImax. Este ultimo por su parte correlacioné significativamente con AP, LE, ANG, IAF, LMH y
AMH.

En general, aquellos genotipos que tuvieron un mayor crecimiento foliar interceptaron un
mayor porcentaje de la radiacién incidente, pudiendo fijar un mayor nimero de granos con un
mayor peso de los mismos y cuanto mayor fue el tamafo del area foliar, el nUmero de hojas, la
altura de las plantas y la persistencia foliar verde en postfloracién, mayor fue la intercepcion de
la radiacion incidente y el crecimiento de las RILs.

PG correlacion6 de manera positiva con PHV, PES y fRFAIma, demostrando que los
genotipos que tuvieron mayor intercepcion de la radiacién incidente y mayor persistencia foliar
verde en postfloracién generaron granos de mayor peso.

IAF correlacioné de manera positiva con sus componentes (LMH y AMH), con NHT y AP,
sugiriendo que los genotipos con mayor altura y numero de hojas generaron un mayor indice de
area foliar. Ademas, LE tuvo una correlacién positiva con AP y negativa con NHT, por lo tanto en
los genotipos con mayor numero de hojas la distancia entre los estratos foliares fue menor.

En cuanto a los caracteres asociados a floracion, ASI mostré una correlacién negativa con
EA y positiva con ES. Por lo tanto, los genotipos que tardaron mas en llegar a floracion femenina

y menos a floracion masculina tuvieron una mayor asincronia floral.
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3.1.5. VARIABILIDAD GENOTIPICA Y HEREDABILIDAD DE LOS CARACTERES

En la Tabla 18 se muestran los resultados correspondientes a la determinacién de la variabilidad

a nivel de genotipos y el efecto de cada una de las fuentes de variacion sobre los caracteres.

Tabla 18: Andlisis de la variabilidad genotipica existente para cada caracter evaluado a
través de ambientes para una poblacién de RILs y sus progenitores.

Caracter R2 CV  Fuente de variacion CM Valor F Valor p

EA 0,79 2,91  Genotipo 18,32 5,34 <0,0001
Genotipo x ambiente 5,65 1,65 0,0005
Error residual 3,43

ES 0,79 2,91 Genotipo 18,40 5,10 <0,0001
Genotipo x ambiente 5,14 1,43 0,0096
Error residual 3,61

ASI 0,76 81,5 Genotipo 7,43 3,99 <0,0001
Genotipo x ambiente 3,22 1,73 0,0001
Error residual 1,86

AP 0,97 7,16  Genotipo 796,60 11,00 <0,0001
Genotipo x ambiente 167,85 2,32 <0,0001
Error residual 72,44

NHT 0,94 3,14  Genotipo 5,42 14,56 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,70 1,89 <0,0001
Error residual 0,37

LE 0,96 8,39 Genotipo 5,63 7,99 <0,0001
Genotipo x ambiente 1,46 2,07 <0,0001
Error residual 0,70

ANG 0,94 10,45 Genotipo 169,78 20,18 <0,0001
Genotipo x ambiente 20,18 2,40 <0,0001
Error residual 8,41

IAF 0,93 10,26 Genotipo 1,12 10,60 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,18 1,74 <0,0001
Error residual 0,10

LMH 0,94 5,44 Genotipo 81,65 6,97 <0,0001
Genotipo x ambiente 16,98 1,45 0,0015
Error residual 11,72

R2: coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion; CM: cuadrado medio; EA: periodo
emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking; AP: altura de
planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de los entrenudos; ANG: angulo vertical
de insercion foliar en el tallo; IAF: indice de area foliar; LMH: longitud maxima de la hoja.

78



Continuacién Tabla 18.

Caracter R2 CV  Fuente de variacion CM Valor F Valor p

AMH 0,91 6,66 Genotipo 1,96 7,68 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,37 1,47 0,0011
Error residual 0,25

PHV 0,86 9,84 Genotipo 201,97 4,84 <0,0001
Genotipo x ambiente 56,61 1,36 0,0073
Error residual 41,70

PES 0,86 4,81 Genotipo 233,58 5,85 <0,0001
Genotipo x ambiente 55,05 1,38 0,0051
Error residual 39,92

TSP1 0,81 14,27 Genotipo 0,0029 4,14 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,00104 1,47 0,0011
Error residual 0,00071

TSP2 0,93 13,92 Genotipo 501,32 8,32 <0,0001
Genotipo x ambiente 130,39 2,16 <0,0001
Error residual 60,24

fRFAlmax 0,91 17,39 Genotipo 0,025 2,60 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,0094 0,98 0,5560
Error residual 0,0096

BIO 0,90 16,28 Genotipo 1363,26 4,46 <0,0001
Genotipo x ambiente 528,21 1,73 <0,0001
Error residual 305,57

RGP 0,90 34,58 Genotipo 553,82 5,25 <0,0001
Genotipo x ambiente 242,92 2,30 <0,0001
Error residual 105,55

NGP 0,90 33,75 Genotipo 13504,10 5,01 <0,0001
Genotipo x ambiente 5884,90 2,18 <0,0001
Error residual 2697,17

PG 0,83 12,44 Genotipo 2757,29 4,84 <0,0001
Genotipo x ambiente 806,89 1,42 0,0030
Error residual 570,12

IC 0,86 32,74 Genotipo 0,026 4,17 <0,0001
Genotipo x ambiente 0,0109 1,75 <0,0001
Error residual 0,0062

R2: coeficiente de determinacion; CV: coeficiente de variacion; CM: cuadrado medio; AMH: ancho
maximo de la hoja; PHV: persistencia de las hojas verdes en postfloracion; PES: periodo
emergencia-senescencia; TSP1: tasa promedio de senescencia en postfloracion; TSP2: tasa
promedio de senescencia en postfloracion; fRFAImax: fraccién de la radiacién fotosintéticamente
activa interceptada; BIO: biomasa aérea en madurez fisiolégica; RGP: rendimiento en granos por
planta; NGP: niumero de granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.
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Existi¢ variabilidad genotipica significativa (p<0,0001) para todos los caracteres evaluados en la
poblacion de RILs. Ademas, el efecto de la interaccion genotipo x ambiente fue significativo
(p<0,01) para todos los caracteres, excepto para fRFAInax. Esto indica que los genotipos se
comportaron de igual manera en cuanto a su capacidad de interceptar la radiacion incidente en
uno u otro ambiente.

En la Tabla 19 se muestran los valores de varianza genotipica aditiva, varianza de la
interaccion aditivo x ambiente, varianza del error experimental, varianza fenotipica y

heredabilidad en sentido estricto para cada uno de los caracteres.

Tabla 19: Estimaciones de los componentes de varianza y heredabilidad de cada caracter.

Caracter oA 0°ame  O%Al 024 0% 0%al 0% 0% h?

EA 3,61 1,18 3,05 3,44 1,04 5,38 0,66 (0,057)
ES 3,81 0,74 5,14 3,66 1,04 5,38 0,70 (0,051)
ASI 1,19 0,70 1,70 1,86 0,63 2,18 0,54 (0,077)
AP 154,14 58,12 2,65 72,59 2,12 197,66 0,77 (0,031)
NHT 1,12 0,18 6,22 0,38 2,94 1,29 0,86 (0,020)
LE 1,07 0,49 2,18 0,67 1,59 1,45 0,73 (0,037)
ANG 37,07 7,45 4,97 813 455 42,34 0,87 (0,017)
IAF 0,22 0,04 5,50 0,11 2,00 0,26 0,82 (0,024)
LMH 16,39 3,91 4,19 11,25 1,45 20,43 0,78 (0,031)
AMH 0,39 0,075 5,20 0,25 1,56 0,48 0,80 (0,028)
PHV 36,82 12,41 2,96 40,56 0,91 52,48 0,70 (0,046)
PES 46,75 12,31 3,79 39,01 1,19 61,98 0,75 (0,039)
TSP1 0,00043 0,00024 1,79 0,00072 0,59 0,00071 0,60 (0,064)
TSP2 88,51 40,22 2,20 63,62 1,39 122,02 0,72 (0,039)
fRFAImax 0,0035 0,000 - 0,0095 0,36 0,0059 0,58 (0,052)
BIO 200,75 120,41 1,66 319,82 0,62 335,23 0,60 (0,056)
RGP 71,94 76,36 0,94 112,41 0,63 133,52 0,53 (0,063)
NGP 1790,83 1814,98 0,98 2824,37 0,63 3293,64 0,54 (0,063)
PG 478,98 158,35 3,02 566,57 0,84 691,26 0,69 (0,044)
IC 0,0036 0,0029 1,24 0,0062 0,58 0,0064 0,56 (0,061)

02a: varianza genotipica aditiva; 0%axe: varianza de la interaccién aditivo x ambiente; 02a/02axe:
relacion entre la varianza aditiva y la varianza de la interaccién aditivo x ambiente; 02%: varianza
del error; 02a/0%: relacion entre la varianza aditiva y la varianza del error; o2%: varianza
fenotipica; h2: heredabilidad en sentido estricto a través de medias de familias endocriadas;
entre paréntesis se muestra el error estandar de la heredabilidad.
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Para todos los caracteres excepto RGP y NGP la varianza de la interaccion aditivo x ambiente
fue menor que la varianza aditiva. En el caso de fRFAImax, la 02 fue igual a cero dado que el
efecto de la interaccién GxE no fue significativo. La varianza del error fue mayor que la varianza
aditiva para los caracteres ASI, PHV, TSP1, BIO, RGP, NGP, PG e IC, dando como resultado
valores menores de heredabilidad en estos caracteres con respecto a los rasgos en los cuales la
varianza aditiva fue mayor que la varianza del error. Se obtuvieron valores de h? que variaron
desde 0,53 para RGP hasta 0,87 para ANG. En general se obtuvieron valores elevados de
heredabilidad, mayores a 0,5 para todos los rasgos. Para los caracteres NHT, IAF, AMH, ES,
ANG y LMH la relacién 024/ 02axe fue la mayor, es decir que la 62 fue proporcionalmente mucho
menor que la o y la respuesta al ambiente de estos caracteres fue relativamente baja en

comparacion con los demas.
3.1.6. CORRELACIONES GENOTIPICAS ENTRE CARACTERES

En la Tabla 20 se muestran las correlaciones genotipicas obtenidas para cada par de caracteres.
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Tabla 20: Valores de correlaciones genotipicas obtenidas entre los caracteres evaluados a través de ambientes.

Caracter EA ES ASI AP NHT LE ANG IAF LMH | AMH PHV PES | TSP1 | TSP2 | fRFAI BIO RGP | NGP PG IC

EA 1 0,82 -0,29 | -0,46 0,39 -0,34 | -0,23 0,50 0,24 0,22 0,34 0,63 -0,09 | -0,15 0,29 -024 | -0,48 nd -0,32 | -0,19
ES 1 0,30 -0,31 0,33 -0,14 | -0,17 0,38 0,32 0,09 0,38 0,63 -0,16 | -0,22 0,47 -0,34 | -0,67 nd -0,28 | -0,41
ASI 1 -0,26 | -0,07 0,48 0,09 -0,14 0,10 -0,13 0,19 0,17 -0,23 | -0,86 0,03 -0,87 nd nd -0,45 | -0,27
AP 1 0,32 0,79 0,10 0,26 0,41 -0,20 0,02 0,01 nd 0,26 nd 0,30 0,06 -0,06 0,26 0,84
NHT 1 -0,23 0,04 0,64 0,19 0,03 0,11 0,18 0,62 0,61 0,60 0,15 0,10 -0,01 0,24 -0,01
LE 1 0,03 -0,07 0,29 -0,18 0,18 0,28 -0,09 0,02 0,07 -0,13 0,01 -0,21 0,22 | 0,004
ANG 1 -0,006 | -0,16 0,04 0,17 0,11 0,49 -0,04 | -0,06 0,17 0,24 0,26 0,03 0,26
IAF 1 0,58 0,58 0,18 0,28 0,19 0,82 0,55 0,57 0,37 0,17 0,36 | 0,001
LMH 1 0,14 0,16 0,21 -0,47 0,45 0,26 0,41 0,15 | 0,004 | 0,32 -0,37
AMH 1 0,23 0,24 -0,14 0,41 0,28 0,42 0,28 0,16 0,19 | 0,001
PHV 1 0,97 -0,78 | -0,44 nd 0,38 0,24 0,13 0,18 0,49
PES 1 -0,73 | -0,34 nd 0,39 0,19 0,09 0,18 0,26
TSP1 1 0,60 -0,08 nd nd nd nd -0,19
TSP2 1 -0,18 0,37 0,15 0,13 0,08 -0,15
fRFAI 1 nd -0,07 nd 0,89 0,15
BIO 1 0,65 0,50 0,36 0,31
RGP 1 0,91 0,33 0,92
NGP 1 -0,16 0,88
PG 1 0,26
IC 1

A la derecha de la diagonal se presentan las correlaciones genotipicas; nd: no determinada; en negrita se destacan las correlaciones mayores a 0,4.
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Los caracteres que presentaron las mayores estimaciones de la correlacién genotipica con RGP
fueron BIO, NGP, IC, EAy ES. En el caso de estos ultimos dos rasgos, la correlacién fue negativa
(-0,67 con ES y -0,48 con EA), indicando que los genotipos mas precoces poseen mayor
rendimiento. De los atributos asociados a la arquitectura de canopeo, el IAF y el AMH son los que
mostraron la mayor correlacién con el RGP, mientras que la PHV fue el que presentdé mayor
correlacion, de los rasgos asociados a senescencia. Ademas, los caracteres PHV, AP y ES
mostraron una correlacion genotipica alta con IC (0,49, 0,84 y -0,41 respectivamente). Por lo
tanto, una mayor altura de planta, persistencia foliar verde en postfloracién y un menor periodo a
floracién femenina, tiene efecto positivo sobre la proporcion de BIO destinada a la produccion de
granos por parte de las RILs. Con respecto a BIO, presentd una correlacion alta con IAF (0,57) y
ASI (-0,87) indicando que un mayor tamano del area foliar de las RILs y una menor asincronia
floral tiene un efecto positivo sobre la produccion de materia seca en madurez fisioldgica. fRFAlmax
presentd una correlacion elevada con NHT (0,60), IAF (0,55) y PG (0,89). Esto sugiere que los
genotipos con mayor NHT e IAF interceptan un mayor porcentaje de la radiacién incidente y
generan granos de mayor peso.

En cuanto al resto de los caracteres, TSP2 tuvo una correlacion positiva con TSP1, IAF y
NHT indicando que los genotipos con mayor indice de area foliar en floracion y hojas totales
poseen una tasa promedio de senescencia mayor en el periodo de postfloraciéon. Ademas este
caracter presentd una correlacién negativa con PHV (-0,48) y ASI (-0,86). Es decir que cuanto
menor es la asincronia floral y la persistencia de las hojas verdes en postfloracion, mayor es la
tasa promedio de senescencia.

PES mostré una correlacion positiva alta con PHV (0,97), EA (0,63) y ES (0,63), lo cual es
esperable dado que cuanto mayor sea la persistencia foliar verde en postfloracion y el tiempo
para alcanzar la floracién, mayor sera el ciclo de vida.

En cuanto a IAF, mostré una correlacidén genotipica positiva con sus componentes (LMH y
AMH), con NHT y EA, indicando que los genotipos que retrasan su llegada a floracion masculina
generan un mayor indice de area foliar en dicho estadio. Ademas LE presentd una correlacion
positiva con AP (0,79), tal como era de esperar debido a la alta asociaciéon entre estos dos
caracteres. En cuanto a los dias a floracion, EA y ES tuvieron una correlacion positiva alta entre
si (0,82).
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3.1.7. ANALISIS DE SENDERO

En la Tabla 21 se muestra el analisis de efectos directos e indirectos de los caracteres asociados

a la captura de luz respecto al RGP.

Tabla 21: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de
los caracteres asociados a la captura de luz sobre el RGP.

Caracter AP NHT LE ANG IAF LMH AMH rtotal

AP 0,08 0,10 0,25 -0,05 0,37
NHT -0,25 0,20 -0,07
LE 0,07 0,07 0,42 0,15 0,39
ANG 0,14 0,16
IAF -0,10 0,50 0,46
LMH 0,05 0,07 0,33 -0,08 0,37
AMH 0,34 0,05 0,43

Los numeros en negrita en la diagonal corresponden a los efectos directos; se
muestran los efectos indirectos mas importantes; r total: correlacion total; AP:
altura de planta; NHT: numero de hojas totales; LE; longitud promedio de los
entrenudos; ANG: angulo vertical de insercién foliar; IAF: indice de area foliar
maximo en floracion; LMH; longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de
la hoja.

El mayor efecto directo se obtuvo con IAF, con un coeficiente de 0,50 seguido por NHT con un
efecto directo de -0,25. La menor contribucién directa se obtuvo con AMH y LMH. En cuanto a
los efectos indirectos, el rasgo que mas efectos indirectos presenté fue el IAF. Todos los
caracteres, excepto ANG, mostraron un efecto indirecto a través de este atributo. En el caso de
NHT, su correlacioén (r) total fue cercana a cero porque su efecto directo es negativo, pero su
efecto indirecto via IAF es positivo y de magnitud similar.

En la Tabla 22 se muestran los coeficientes de sendero de los caracteres asociados a

floracién respecto al RGP.
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Tabla 22: Coeficientes de sendero con efectos directos e
indirectos de los caracteres asociados a floracion sobre el RGP.

Caracter EA ES ASI r total
EA -0,67 0,45 0,20 -0,02
ES -0,53 0,57 -0,17 -0,12
ASI 0,23 0,17 -0,58 -0,18

Los numeros en negrita en la diagonal corresponden a los efectos
directos; fuera de la diagonal se muestran los efectos indirectos; r total:
correlacion total; EA: periodo emergencia-antesis; ES: periodo
emergencia-silking; ASI: intervalo antesis-silking.

Los tres caracteres asociados a floraciéon presentaron efectos directos elevados sobre el RGP. El
mayor efecto se obtuvo con EA con un coeficiente (r) de -0,67, seguido por ASI y luego por ES.
Sin embargo, en el caso de EA la correlacion total es cercana a cero dado que tuvo un efecto
indirecto positivo a través de ES y ASI. En el caso de ES, ocurrié algo similar porque tuvo un
efecto directo positivo elevado, pero presentd efectos indirectos via EA y ASI. En el caso de ASI,
el efecto total fue levemente negativo, debido a que presentdé un efecto directo negativo y un
efecto indirecto via EA y AS positivo. En la Tabla 23 se muestran los efectos directos e indirectos

de los caracteres asociados a la senescencia en postfloracién respecto al RGP.

Tabla 23: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los
caracteres asociados a la senescencia en postfloracién sobre el RGP.

Caracter PHV PES TSP1 TSP2 r total
PHV -0,27 0,33 0,26 -0,25 0,07
PES -0,26 0,35 0,25 -0,17 0,17
TSP1 0,20 -0,25 -0,35 0,24 -0,15
TSP2 0,13 -0,12 -0,16 0,52 0,37

Los numeros en negrita en la diagonal corresponden a los efectos directos; fuera

de la diagonal se muestran los efectos indirectos; r total: correlacién total; PHV:

persistencia de hojas verdes en postfloracién; PES: periodo emergencia-

senescencia; TSP1: tasa promedio de senescencia en postfloracion (h.dia");

TSP2: tasa promedio de senescencia en postfloracion (cm?.dia).
El mayor efecto directo fue obtenido con la TSP2 con un coeficiente de 0,52 seguido por PES y
TSP1 con coeficientes de 0,35 y -0,35 respectivamente. En caso de TSP2 el efecto total fue
menor que el efecto directo debido a que presenté un efecto indirecto negativo via la TSP1. Con
respecto a PHV, la correlacion total fue cercana a cero porque tuvo un efecto indirecto positivo
via PES y TSP1 y un efecto indirecto negativo via TSP2. En cuanto a PES, mostré un efecto

indirecto positivo via TSP1 y un efecto indirecto negativo via PHV y TSP2. TSP1 tuvo un efecto
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directo negativo y un efecto indirecto positivo via PHV y TSP2, dando como resultado una leve
correlacion negativa. En la Tabla 24 se muestran los efectos directos e indirectos sobre el RGP

de todos los caracteres evaluados que mostraron una correlacion fenotipica significativa con este.

Tabla 24: Coeficientes de sendero con efectos directos e indirectos de los caracteres que
presentaron una correlacion fenotipica significativa con el RGP a través de ambientes.

Caracter ASI AP LE ANG IAF LMH AMH PES TSP2 rtotal

ASI -0,23 0,08 -0,18
AP 0,11 0,33 0,12 0,37
LE -0,10 0,40 0,07 0,39
ANG 0,16 0,16
IAF 0,12 0,23 0,11 0,46
LMH 0,23 0,15 0,03 0,37
AMH 0,09 0,16 0,16 0,43
PES 0,11 0,17
TSP2 0,13 0,19 0,09 0,001 0,37

Los numeros en negrita en la diagonal corresponden a los efectos directos; se muestran los

efectos indirectos mas importantes; r total: correlacion total; ASI: intervalo antesis-silking; AP:

altura de planta; LE: longitud promedio de entrenudos; ANG: angulo vertical de insercion foliar;

IAF: indice de area foliar maximo; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la

hoja; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP2: tasa promedio de senescencia en

postfloracion (cm2.dia ).
El caracter que mayor efecto directo presentd fue LE con un coeficiente de 0,40, seguido por ASI
e IAF con coeficientes iguales a -0,23 y 0,23 respectivamente. Los menores efectos directos
fueron arrojados por TSP2 y LMH. En cuanto a los efectos indirectos, AP tuvo un efecto indirecto
via LE de 0,33, LMH tuvo un efecto indirecto via LE e IAF. AMH presenté un efecto indirecto via

IAF, y TSP2 tuvo un efecto indirecto via IAF, LE y AMH.

3.1.8. PREDICCION DE LA RESPUESTA CORRELACIONADA EN RENDIMIENTO

En la Tabla 25 se presentan los valores correspondientes a la prediccién de la respuesta por

seleccioén directa por RGP y las predicciones de las respuestas correlacionadas.
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Tabla 25: Prediccidn de la respuesta correlacionada y la respuesta por
seleccion directa del rendimiento.

Rraep RCrap RCracpP/RrapP
6,10 ircp RCrep-ea -3,29 iea -0.53
RCrap-es -4,62 ies -0.75
RCrcp-1aF 2,82 iaF 0,46
RCrap-8i0 4,24 igio 0,69
RCrepr-nGP 5,63 incp 0,92
RCrap-ic 5,77 ic 0,94

Rrep: prediccion de la respuesta por seleccion directa en RGP; RCrar:
prediccién de la respuesta correlacionada en RGP a través de la seleccion por
otro caracter; RCrar-Ea: prediccion de la respuesta correlacionada a través de
la seleccion por EA; RCrepr-es: prediccion de la respuesta correlacionada a
través de la seleccion por ES; RCrcp-ar: prediccion de la respuesta
correlacionada a través de la seleccion por IAF; RCrep-sio: prediccion de la
respuesta correlaciona a través de la seleccion por BIO; RCrer-nep: prediccion
de la respuesta correlacionada a través de la seleccion por NGP; RCrar-ic:
prediccion de la respuesta correlacionada a través de la seleccion por IC. ix:
intensidad de seleccion aplicada al caracter x.

Se seleccionaron los caracteres EA, ES, IAF, BIO, NGP e IC debido a que son los que mayores
valores estimados de las correlaciones genotipicas presentaron con el RGP. De acuerdo a los
valores de las predicciones obtenidos, no es conveniente emplear ninguno de los atributos
evaluados como caracteres primarios para efectuar una seleccién indirecta, debido a que la
prediccion de la respuesta correlacionada en rendimiento a partir de la seleccion de los caracteres

mencionados, es menor que la prediccion de la respuesta por seleccion directa en rendimiento.
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3.2. CARACTERIZACION GENOTIPICA

3.2.1. PRUEBA DE POLIMORFISMOS EN LAS LINEAS PARENTALES

Se analizaron 504 marcadores moleculares SSR, de los cuales 220 resultaron polimorficos, 153
no mostraron variabilidad, 87 no arrojaron producto de amplificacion en ninguna de las lineas, 23
amplificaron solamente en la linea parental LP179 y 21 solamente en la linea L5605. En la Figura

5 se muestra la proporcion de marcadores segun el producto de amplificaciéon que arrojaron.

Figura 5: Cantidad de marcadores polimérficos, monomarficos y sin amplificacion.

23,5% 21,4%

= Polimorficos

= Monomorficos

= Sin amplificacion

Amplificacion en
LP179 solamente

Amplificacion en
L5605 solamente

Teniendo en cuenta solamente los marcadores que arrojaron producto de amplificacion en ambas
lineas, el 59% de los mismos fueron polimarficos mientras que el 41% no presentaron variabilidad.
A su vez, los marcadores moleculares probados en las lineas parentales fueron clasificados en
base al tipo de repeticion por el que estaban compuestos. En la Figura 6 se muestran la
proporcion de marcadores para cada tipo de repeticion.
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Figura 6: Tipo de repeticion y porcentaje de cada una para los marcadores analizados.
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El mayor porcentaje de marcadores analizados correspondié a los que poseen una repeticion

compuesta por dos nucleétidos, los cuales son los mas simples y abundantes en el genoma de
maiz. El menor porcentaje estuvo constituido por los penta/hexanucleétidos, que poseen el tipo
de repeticibn mas larga. Un 32% de los marcadores fueron del tipo trinucleétidos, un 10%
tetranucledtidos, un 2% poseian un tipo de repeticion imperfecta y a un 9% de los marcadores no
se pudo determinar el tipo de repeticion por el que estaban compuestos.

A su vez, para cada tipo de repeticidon se determind el porcentaje de marcadores
polimérficos, monomérficos, sin amplificacién y con amplificacion incompleta, es decir que
amplificaron en una de las lineas parentales solamente. En la Figura 7 se muestra para cada tipo

de repeticion, el porcentaje de marcadores de cada tipo.
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Figura 7: Cantidad de marcadores polimdrficos, monomorficos y sin amplificacién para cada tipo

de repeticion.

a

= Polimoérficos = Monomorficos = Polimérficos = Monomorficos
= Sin amplificacion = Incompletos = Sin amplificacion = Incompletos

P

= Polimorficos = Monomorficos = Polimorficos = Monomorficos
= Sin amplificacion = Incompletos = Sin amplificacion = Incompletos

e a
= Polimérficos = Monomorficos = Polimérficos = Monomoérficos
= Sin amplificacion = Incompletos = Sin amplificacion = Incompletos

a: SSR dinucledtidos; b: SSR trinucledtidos; ¢: SSR tetranucleétidos; d: SSR penta/hexanucledtidos;
e: SSR imperfectos; f: SSR con repeticién no determinada. Incompletos: SSR que amplificaron en una
de las lineas parentales solamente.
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Los marcadores con tipo de repeticion di, tetranucledtidos, imperfectos y no determinados fueron
en su mayoria polimorficos, con respecto a los monomérficos y sin amplificacion. En el caso de
los tri y penta/hexanucledtidos, fueron en su mayoria monomorficos con respecto a los
polimérficos. El mayor porcentaje de marcadores que no arrojaron productos de amplificacion fue

para los no determinados mientras que el menor porcentaje fue el de los dinucleétidos.

3.2.2. GENOTIPADO DE LA POBLACION DE RILs

Se amplificaron 150 marcadores de los 220 que previamente habian resultado polimorficos entre
las lineas parentales, en la poblacién de mapeo. No se amplificaron todos los marcadores
polimérficos obtenidos debido a que muchos correspondian a un mismo bin o region gendémica,
y por lo tanto se optdé por mapear marcadores de diferentes regiones gendmicas, en su mayoria.
De los 150 marcadores, 109 mostraron una segregacion correcta de acuerdo a las frecuencias
alélicas esperadas para una poblacién de RILs y 41 tuvieron una segregacion distorsiva. En la
Figura 8 se muestra el numero de marcadores con segregacion distorsiva para cada uno de los
cromosomas. De los 109 marcadores con segregacion adecuada, 6 no fueron utilizados para la
construccién del mapa debido a que no presentaron ligamiento con ninguno de los restantes
marcadores. Por lo tanto, se emplearon 103 marcadores SSR para la construccién del mismo. En
el anexo IV, Tabla 43, se muestra la lista de marcadores que fueron empleados para la
construccién del mapa de ligamiento, con sus respectivas ubicaciones cromosomicas, tipo de
repeticion por la que estdn compuestos y la secuencia de los oligonucleétidos empleados para

su amplificacion.
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Figura 8: Proporcion de marcadores con segregacion distorsiva en cada cromosoma.
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La mayor proporcion de marcadores con segregacion distorsiva se observo en el cromosoma 3
(44,4%) y en los cromosomas 1, 4 y 5. El menor porcentaje se observé en el cromosoma 9
(11,1%) y en el cromosoma 10 no se amplificaron marcadores que mostraran una segregacion
distorsiva. En el cromosoma 3 se observaron marcadores distorsivos en los bins el 3.02, 3.04,
3.05 y 3.06. En el cromosoma 5, en los bins 5.04, 5.05 y 5.06. En el cromosoma 1, en los bins
1.00, 1.02, 1.03, 1.05, 1.07 y 1.09 y en el cromosoma 4, se observaron en los bins 4.05, 4.06 y
4.11. En la Tabla 26 se muestra, para cada uno de los 103 marcadores SSR empleados para la
construccion del mapa de ligamiento, el numero de individuos que amplifico el alelo de una u otra

linea parental y el test de chi-cuadrado para determinar la segregacion.
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Tabla 26: Segregacion de los marcadores en la poblacion de RILs y prueba de chi-cuadrado.

Cromosoma Marcador LP179 L5605 Heterocigotas Datos perdidos X2 p (%)
phi097 59 86 5 0 5,02 2,49
umc1363 61 89 0 0 5,22 2,22
umc2225 71 73 4 2 0,02 86,76
phi109275 83 53 10 4 6,61 1,01
bnlg1866 86 55 7 2 6,81 0,903
umc2390 79 65 5 1 1,36 24,33
bnlg2086 78 65 7 0 1,18 27,69
umc2233 78 62 9 1 1,82 17,62
umc1812 79 69 1 1 0,67 41,11
1 bnlg2057 74 72 1 3 0,027 86,85
bnlg615 69 67 1 13 0,029 86,38
umc1706 68 73 9 0 0,17 67,37
phi002 59 89 1 1 6,08 1,36
mmc0041 59 91 0 0 6,82 0,89
bnlg1671 66 79 5 0 1,16 28,03
phi064 69 70 9 2 0,007 93,24
phi120 72 71 7 0 0,007 93,33
umc1797 67 73 7 3 0,25 61,21
umc2245 62 83 1 4 3,04 8,11
bnlg1302 73 74 2 1 0,007 93,42
bnlg1297 80 61 8 1 2,56 10,95
bnlg1017 74 69 6 1 0,17 67,58
bnlg1064 71 63 11 5 0,47 48,95
umc1541 61 79 9 1 2,31 12,81
2 bnlg1018 56 82 8 4 4,89 2,68
bnlg1909 69 71 3 7 0,029 86,57
nc003 63 80 5 2 2,02 15,51
umc1028 65 72 4 9 0,35 54,98
umc1749 70 74 5 1 0,11 73,88
bnlg1045 67 77 3 3 0,69 40,46
bnlg1169 65 76 7 2 0,85 35,42

LP179: cantidad de individuos que amplificaron el alelo de la linea LP179; L5605: cantidad de individuos
que amplificaron el alelo de la linea L5605; Heterocigotas: cantidad de individuos que amplificaron los
alelos de ambas lineas parentales; Datos perdidos: cantidad de individuos que no amplificaron ningun alelo
o amplificaron una alelo raro; x2: valor de la prueba de chi-cuadrado. p: valor de probabilidad asociada
como porcentaje, del test estadistico; Criterio: FDR con un nivel de significancia del 5%. Valor critico: 0%.
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Continuacion Tabla 26.

Cromosoma Marcador LP179 L5605 Heterocigotas Datos perdidos x> p (%)
umc2103 69 71 8 2 0,029 86,57
umc2255 71 68 7 4 0,065 79,91
bnlg1325 59 78 8 5 2,63 10,45

bnlg602 60 82 5 3 3,41 6,48
3 bnlg1601 60 84 1 5 4,00 4,55
umc1400 62 84 2 2 3,31 6,86
umc1266 51 91 6 2 11,26 0,078
umc2381 57 86 5 2 5,88 1,53
bnlg1108 73 71 4 2 0,028 86,76
bnlg1754 76 69 2 3 0,33 56,10
umc2281 74 65 10 1 0,58 4452
phi026 61 83 4 2 3,36 6,67
bnig1137 66 74 7 3 0,45 49,89
4 dupssr34 55 83 9 3 5,68 1,71
bnlg1444 78 68 2 2 0,68 40,78
umc2138 86 54 7 3 7,31 0,68
umc1058 75 70 3 2 0,17 67,79
bnlg1006 75 67 0 8 0,45 50,20
umc1523 84 64 2 0 2,70 10,01
umc1587 83 63 1 3 2,74 9,78
bnlg1700 88 51 8 3 9,84 0,16
5 bnlg278 77 65 5 3 1,01 31,39
umc1680 60 76 11 3 1,88 17,01
bnlg2305 61 81 5 3 2,81 9,32
bnlg1885 70 73 4 3 0,063 80,19
umc2136 61 80 9 0 2,56 10,95
bnlg386 69 68 9 4 0,007 93,19

LP179: cantidad de individuos que amplificaron el alelo de la linea LP179; L5605: cantidad de individuos
que amplificaron el alelo de la linea L5605; Heterocigotas: cantidad de individuos que amplificaron los
alelos de ambas lineas parentales; Datos perdidos: cantidad de individuos que no amplificaron ningun alelo
o amplificaron una alelo raro; x2: valor de la prueba de chi-cuadrado. p: valor de probabilidad asociada
como porcentaje, del test estadistico; Criterio: FDR con un nivel de significancia del 5%. Valor critico: 0%.
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Continuacion Tabla 26.

Cromosoma Marcador LP179 L5605 Heterocigotas Datos perdidos X2 p (%)
bnlg238 71 72 5 2 0,007 93,33

bnig161 61 79 6 4 2,31 12,81

bnlg426 62 79 4 5 2,05 15,22

phi380203 60 85 2 3 4,31 3,78

nc009 52 85 10 3 7,94 0,48

umc2055 72 71 7 0 0,007 93,33
phi452693 75 68 4 3 0,34 55,82

6 bnlg1443 61 84 2 3 3,64 5,61
bnlg1702 67 72 6 5 0,18 67,14

nc013 57 78 11 4 3,26 7,07

umc2375 57 81 8 4 4,17 4,11

bnlg345 59 87 3 1 5,37 2,04

umc2323 81 63 5 1 2,25 13,36
bnig1136 80 62 5 3 2,28 13,09
umc1127 81 64 3 2 1,99 15,80

dupssr9 75 71 3 1 0,11 74,06
bnig1070 68 77 3 2 0,56 45,48
umc2330 72 70 4 4 0,03 86,67
7 bnlg2259 68 72 5 5 0,11 73,53
phi082 69 72 6 3 0,06 80,05
umc2333 71 71 5 3 0,00 100,00
umc2190 70 73 4 3 0,06 80,19
umci1799 76 68 3 3 0,44 50,49
bnlg2037 80 64 4 2 1,77 18,24

phi119 89 58 1 2 6,53 1,05
bnlg669 81 63 2 4 2,25 13,36
phi014 77 65 5 3 1,01 31,39

8 bnlg666 85 57 5 3 5,52 1,87
bnig1782 75 63 8 4 1,04 30,70
bnlg1823 80 66 3 1 1,34 24,66
phi015 68 73 2 7 0,17 67,37
umc2357 75 69 6 0 0,25 61,70
dupssr14 77 67 1 5 0,69 40,46

LP179: cantidad de individuos que amplificaron el alelo de la linea LP179; L5605: cantidad de individuos
que amplificaron el alelo de la linea L5605; Heterocigotas: cantidad de individuos que amplificaron los
alelos de ambas lineas parentales; Datos perdidos: cantidad de individuos que no amplificaron ningun alelo
o amplificaron una alelo raro; x2: valor de la prueba de chi-cuadrado. p: valor de probabilidad asociada
como porcentaje, del test estadistico; Criterio: FDR con un nivel de significancia del 5%. Valor critico: 0%.
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Continuacién Tabla 26.

Cromosoma Marcador LP179 L5605 Heterocigotas Datos perdidos x> p (%)
bnlg1724 73 72 4 1 0,007 93,38

umc1170 68 72 6 4 0,11 73,53

9 umc1691 63 79 7 1 1,80 17,93
umc1700 68 76 6 0 0,44 50,49

bnlg1626 64 78 5 3 1,38 24,00

bnlg1451 73 70 4 3 0,063 80,19

phi050 68 82 0 0 1,31 25,29

bnlg1079 64 78 5 3 1,38 24,00

10 umc1506 67 72 7 4 0,18 67,14
bnlg2190 61 73 13 3 1,07 29,99

bnlg1185 64 74 10 2 0,72 39,46

bnlg1839 66 71 10 3 0,18 66,92

LP179: cantidad de individuos que amplificaron el alelo de la linea LP179; L5605: cantidad de individuos
que amplificaron el alelo de la linea L5605; Heterocigotas: cantidad de individuos que amplificaron los
alelos de ambas lineas parentales; Datos perdidos: cantidad de individuos que no amplificaron ningun alelo
o amplificaron una alelo raro; x2: valor de la prueba de chi-cuadrado. p: valor de probabilidad asociada
como porcentaje, del test estadistico; Criterio: FDR con un nivel de significancia del 5%. Valor critico: 0%.

El valor critico del test estadistico es 0% debido a que los 103 marcadores incluidos en el presente
analisis son los que se emplearon para la construccion del mapa de ligamiento y que previamente
habian mostrado una segregacion que no diferia de la 1:1 esperada para una poblacién de RILs
cuando se los analiz6 en conjunto con los marcadores que mostraron una segregacion

estadisticamente diferente de la esperada.

3.2.2.1. COBERTURA DEL GENOMA

De los 100 bins en los que esta dividido el genoma de maiz, 74 fueron cubiertos con marcadores
moleculares. No se mapearon SSR en los bins 1.00, 1.09, 2.00, 2.09, 2.10, 3.02, 3.10, 4.00, 4.01,
4.02, 4.04, 4.10, 5.04, 6.02, 7.00, 7.01, 7.02, 8.00, 9.00, 9.05, 9.06, 9.07, 9.08, 10.00, 10.01 y
10.04. En la Figura 9 se muestra de manera esquematica el tamafio de cada uno de los bins para
cada cromosoma. En la misma podra observarse que todos los bins mas importantes, de mayor

tamano, fueron cubiertos con marcadores, excepto los bins 5.04 y 7.02.
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Figura 9: Longitud fisica de cada uno de los bins de cada cromosoma.
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3.2.3. CONSTRUCCION DEL MAPA DE LIGAMIENTO

En la Tabla 27 se muestra para cada cromosoma, el nimero de marcadores mapeados, la

cobertura gendmica alcanzada y la distancia promedio entre SSR.

Tabla 27: Cantidad de marcadores por cromosoma, cobertura genémica y distancia
promedio entre SSR.

Cromosoma | Marcadores | Cobertura (cM) | Distancia promedio entre SSR (cM)
1 18 216,90 12,05
2 13 189,50 14,57
3 10 157,80 15,78
4 7 105,60 15,08
5 10 132,00 13,20
6 15 154,90 10,32
7 8 68,90 8,61
8 10 131,90 13,19
9 5 67,10 13,42
10 7 95,30 13,60

Total 103 1319,90 12,80

Con los 103 marcadores empleados se cubrié una distancia total de 1319,90 cM con una distancia
promedio entre SSR de 12,80 cM. En los cromosomas 1, 2 y 6 se mapearon la mayor cantidad
de marcadores y se obtuvo la mayor cobertura gendémica. En el cromosoma 9 se obtuvo la menor
cobertura dado que se mapeo la menor cantidad de SSR.

En la Figura 10 se muestra el mapa de ligamiento compuesto por los 10 cromosomas.
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Figura 10: Mapa de ligamiento obtenido a partir de la poblacion de RILs.
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Cromosoma 10
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l___umc1506
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Derecha del cromosoma: nombre del marcador molecular; Izquierda del cromosoma: distancia entre pares
de marcadores adyacentes, en cM.
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En algunas regiones del genoma la distancia entre dos marcadores adyacentes fue amplia. En el

cromosoma 1, entre los SSR phi097 y umc1363 la distancia es de 34,0 cM y entre los SSR

umc1812 y bnilg615 es de 30,3 cM. En el cromosoma 2, entre los marcadores bnlg1302 y

bnlg1064 existe una distancia de 63,5 cM. En el cromosoma 3, entre los SSR umc2103y bnlg1325

y en el intervalo comprendido por los SSR bnlg1325 - bnlg602 las distancias son de 30,6 cM y

39,8 cM respectivamente y, en el cromosoma 9 entre los marcadores bnlg1724 y umc1170 la

distancia es de 34,3 cM. En la Tabla 28 se muestra para cada marcador en cada cromosoma, la

posicién dentro del grupo de ligamiento en cM, las coordenadas en pares de bases y la distancia

fisica entre cada par de marcadores adyacentes, en millones de pares de bases.

Tabla 28: Posicion de cada SSR en el mapa de ligamiento, coordenadas en pb y distancia fisica
entre cada par de SSR.

Cromosoma SSR Posicion (cM) Coordenadas (pb) Distancia (Mpb)

phi097 0,0 2106311 - 2106408

umc1363 34,0 7357821 - 7357908 5,2

umc2225 50,4 15060917 - 15061048 7,7

*phi109275 64,1 52310221 - 52310360 37,2

*bnlg1866 65,2 51903802 - 51903914 0,4

umc2390 85,1 70502789 - 70502876 18,6

bnlg2086 98,1 85322186 - 85322401 14,8

umc2233 110,1 167087458 - 167087592 81,7

1 *bnlg2057 118,4 186946027 - 186946166 19,8

*umc1812 122,2 182705126 - 182705260 4,2

bnlg615 152,6 200720800 - 201559637 18,8

umc1706 155,7 214573654 - 214573872 13,8

phi002 165,6 231865707 - 231865783 17,2

mmc0041 171,2 243206625 - 243206491 11,3

bnlg1671 186,6 279928310 - 279928448 36,7

phi120 198,1 292043170 - 292043146 12,1

phi064 211,1 302190922 - 302191019 10,1

umc1797 216,9 306170700 - 306170805 3,9

*: Marcadores con orden invertido; cM: centiMorgan; pb: pares de bases; Mpb: megapares de bases; nd:

no determinado.
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Continuacion Tabla 28.

Cromosoma SSR Posicion (cM) Coordenadas (pb) Distancia (Mpb)
umc2245 0,0 3080318 - 3080446
*bnlg1017 12,3 4863279 - 4863467 1,7
*bnlg1297 13,7 4857809 - 4858007 0,0054
bnlg1302 31,8 10213702 - 10545409 5,6
bnlg1064 95,3 28258843 - 28258683 18,0
umc1541 108,9 40260781 - 40260931 12,0
2 bnlg1018 113,2 43585129 - 43585251 3,3
bnlg1909 119,9 49590702 - 49590872 6,0
umc1028 131,3 153242109 - 153242253 103,6
nc003 135,3 179168084 - 179168191 25,9
umc1749 155,1 187151730 - 187151877 7,9
bnlg1045 183,3 210700616 - 210700816 23,5
bnlg1169 189,5 214534065 - 214534296 3,8
*umc2255 0,0 1001831 - 1001943
*umc2103 41 750919 - 751059 0,25
bnlg1325 34,8 4749806 - 4749957 3,9
bnlg602 74,7 110331785 - 110331925 105,5
3 bnlg1601 95,6 134926276 - 134926492 24,5
umc1400 116,4 170033560 - 170033725 35,1
umc1266 123,4 177339100 - 177339245 7,3
umc2381 134,0 190625841 - 190625982 13,2
bnlg1108 148,7 214571759 - 214571894 23,9
bnlg1754 157,8 221566434 - 221705947 7,1
umc2281 0,0 18374667 - 18374818
phi026 13,9 38554752 - 38554784 20,1
*dupssr34 38,8 175129251 - 175129386 136,5
4 *bnlg1137 43,8 172721406 - 172721651 24
bnlg1444 60,5 182272791 - 185272942 12,5
umc2138 82,4 239605120 - 239605339 57,3
umc1058 105,6 245469418 - 245469520 5,8

*: Marcadores con orden invertido; cM: centiMorgan; pb: pares de bases; Mpb: megapares de bases; nd:

no determinado.
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Continuacién Tabla 28.

Cromosoma SSR Posicién (cM) Coordenadas (pb) Distancia (Mpb)
bnlg1006 0,0 2204781 - 2205011
umc1523 9,2 3471859 - 3471947 1,2
umc1587 29,1 10405098 - 10405239 6,9
bnlg1700 54,0 34487452 - 34487656 241
5 bnlg278 80,6 200181511 - 200181446 165,6
umc1680 86,6 202866876 - 202867005 2,6
bnlg2305 102,2 213923478 - 213923659 11,0
umc2136 120,2 220379300 - 220379449 6,4
bnlg386 130,8 221689370 - 221689393 1,3
bnlg1885 132,0 221801412 - 221801655 0,1
bnlg238 0,0 2126029 - 2126163
bnlg161 5,2 2126026 - 2126187 0,0
bnlg426 31,7 28122234 - 28122347 25,9
phi389203 57,4 122283400 - 122283707 94,1
nc009 62,2 nd nd
umc2055 76,9 136355822 - 136355901 nd
phi452693 83,8 nd nd
6 bnlg1702 94,1 151092620 - 151092641 nd
nc013 98,4 152843041 - 152843160 1,7
bnlg1443 109,6 157521051 - 157521229 4,6
bnlg345 110,0 157678264 - 157678392 0,15
umc2375 122,7 163651618 - 163651760 59
umc2323 136,3 167241060 - 167241209 3,5
bnlg1136 148,4 170150012 - 170150218 29
umc1127 154,9 172244749 - 172244895 21
bnlg1070 0,0 137243369 - 137243581
dupssr9 4,6 138407577 - 138407714 1,1
umc2330 18,8 161356292 - 161356315 22,9
7 bnlg2259 35,6 170383149 - 170383314 9,1
phi082 61,6 177325651 - 177325674 6,9
umc2333 65,3 179334492 - 179334625 2,0
umc2190 66,3 179349543 - 179349700 0,015
umc1799 68,9 180357025 - 180357124 1,0

*: Marcadores con orden invertido; cM: centiMorgan; pb: pares de bases; Mpb: megapares de bases; nd:

no determinado.
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Continuaciéon Tabla 28.

Cromosoma SSR Posicién (cM) Coordenadas (pb) Distancia (Mpb)
bnlg2037 0,0 10957675 - 10957847
phi119 6,8 14453921 - 14454084 3,4
bnlg669 25,5 23366307 - 23366431 8,9
phi014 39,2 111651675 - 111651814 88,2
8 bnlg666 50,0 137739566 - 137739680 26,1
bnlg1782 62,9 161251741 - 161251961 23,5
bnlg1823 84,9 173024014 - 173024196 11,7
umc2357 104,2 175295759 - 175295884 2,2
dupssri14 124,9 177043259 - 177043363 1,7
phi015 131,9 178412334 - 178412428 1,3
bnlg1724 0,0 3988151 - 3988304
umc1170 34,3 12698567 - 12698717 8,7
9 bnlg1626 56,4 92001009 - 92001204 79,3
umc1691 60,6 99138520 - 99138656 7,1
umc1700 67,1 102441014 - 102441101 3,3
bnlg1451 0,0 4875130 - 4875758
bnlg1079 17,4 76675538 - 76675715 71,8
phi050 23,1 85126356 - 85126441 8,4
10 umc1506 36,4 134476821 - 134476925 49,3
bnlg2190 63,8 142870468 - 142870700 8,3
bnlg1839 79,6 145970332 - 145970507 3,1
bnlg1185 95,3 149279000 - 149279115 3,3

*: Marcadores con orden invertido; cM: centiMorgan; pb: pares de bases; Mpb: megapares de bases; nd:
no determinado.

Mediante la determinacion de las coordenadas en pares de bases de cada marcador, la cual se
efectud realizando la busqueda de las posiciones correspondientes a los oligonucleétidos en el
genoma por e método BLASTN en la base de datos gramene.org

(http://ensembl.gramene.org/Tools/Blast?db=core) y mediante la busqueda de la posicion

publicada para cada SSR en Locus Lookup en la base de datos MaizeGDB

(https://lwww.maizegdb.org/locus lookup), se pudo analizar el orden de los marcadores en el

mapa de ligamiento. Cinco pares de marcadores presentaron un orden invertido. En el
cromosoma 1, el marcador phi109275 en el bin 1.03 con bnlg1866 en el mismo bin. Ademas, en
el mismo cromosoma, el SSR bnlg2057 en el bin 1.06 con umc1812, del mismo bin, presentaron

un orden invertido. En el cromosoma 2, el marcador bnlg1017 en el bin 2.02 y bnlg1297 en el
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mismo bin presentaron un orden alterado. En el cromosoma 3, el SSR umc2255 en el bin 3.01y
umc2103 en el bin 3.00 y, en el cromosoma 4, dupssr34 en el bin 4.07 y bnig1137 en el bin 4.06
mostraron un orden invertido.

En cuanto a la cobertura fisica obtenida, existen regiones amplias, mayores a 50 Mpb en
casi todos los cromosomas, sin cobertura con marcadores. En el cromosoma 1, entre los SSR
bnlg2086 y umc2233, en el cromosoma 2 entre los marcadores bnlg1909 y umc1028, en el
cromosoma 3 entre bnlg1325 y bnig602, en el cromosoma 4 entre phi026 y dupssr34, en el
cromosoma 5 entre bnig1700 y bnlg278, en el cromosoma 6, entre bnlg426 y phi389203, en el
cromosoma 8 entre bnlg669 y phi014, en el cromosoma 9 entre umc1170 y bnig1626 y en el
cromosoma 10 entre los SSR bnlg1451 y bnlg1079. La informacioén referida a las coordenadas
en las cuales comienza cada uno de los bins en cada cromosoma fue obtenida de la base de

datos Maize GDB (http://curation.maizegdb.org/cgi-bin/bin viewer.cgi).

3.3. MAPEO DE QTLs

3.3.1. MAPEO POR INTERVALO COMPUESTO

Se identificaron 73 QTLs asociados a los caracteres EA, ES, ASI, AP, NHT, LE, ANG, LMH, AMH,
PHV, PES, TSP1, TSP2, BIO, RGP, NGP, PG e IC, en los tres ambientes evaluados. El unico
caracter para el cual no se detecté ningun QTL fue IAF. Para el resto de los rasgos se identificd
un QTL en al menos un ambiente. En la Tabla 29 se muestran los QTLs identificados mediante

mapeo por intervalo compuesto en los tres experimentos.
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Tabla 29: QTLs identificados para cada rasgo en cada experimento mediante mapeo por intervalo compuesto.

QTL Exp  LODuymbral LODmax  Cr Bin Pos (cM) IC MMF MMC  QTL-MMC(cM) R? A
EA1-9 1 2,8 3,2 9 9.03-9.04 56,4 53,8-60,6  bnlg1626-umc1691 bnig1626 0,0 84 -091
EA3-3 3 29 4,0 3 3.05-3.06 1174 100,6-122,4 umc1400-umc1266 umc1400 1,0 11,5 0,65
ES1-7 1 2,8 3,9 7 7.06 68,8 65,8-68,8  umc2190-umc1799 umc1799 0,0 9,9 0,91
ASl1-7a 1 29 3,1 7 7.04 18,6 13,6-32,3  umc2330-bnig2259 umc2330 0,2 7,3 0,52
ASI1-7b 1 29 4,7 7 7.06 66,3 65,3-68,3  umc2190-umc1799 umc2190 0,5 10,7 0,63
ASI3-4 3 3,0 3,6 4 4.03 2,0 0,0-8,0 umc2281-phi026  umc2281 2,0 13,7 -0,58
AP1-4 1 3,1 3,5 4 4.05 11,0 3,5-22,4 umc2281-phi026 phi026 3.4 12,0 -4,04
AP2-2 2 29 3,3 2 2.02 31,8 29,7-34,8  bnlg1297-bnig1302 bnig1302 0,0 8,5 5,64
AP2-6 2 29 3,3 6 6.07 148,4 141,8-154,4 bnlg1136-umc1127 bnig1136 0,0 8,2 -571
AP2-7 2 29 3,0 7 7.04 35,3 27,3-42,1 umc2330-bnig2259  bnlg2259 0,3 7,9 5,49
AP3-4 3 2,8 3,0 4 4.09 82,4 80,0-924  umc2138-umc1058 umc2138 0,0 79 517
NHT1-3 1 29 4,4 3 3.06 123,4 122,9-128,9 umc1266-umc2381 umc1266 0,0 10,8 0,43
NHT2-3 2 3,0 4,6 3 3.05-3.06 116,1 107,6-120,4 umc1400-umc1266 umc1400 0,3 13,56 0,56
NHT3-3 3 3,0 4,5 3 3.06 123,4 118,4-126,4 umc1400-umc1266 umc1266 0,0 12,1 0,46
NHT3-10 3 3,0 3,2 10 10.05 39,4 36,4-50,4  umc1506-bnig2190 umc1506 3,0 10,9 -0,41
LE1-2 1 3,0 3,1 2 2.01 0,0 0,0-6,5 umc2245-bnig1017 umc2245 0,0 81 -0,31
LE2-4 2 3,2 3,5 4 4.03 1,5 0,0-9,5 umc2281-phi026  umc2281 1,5 11,0 -0,48
LE3-5 3 29 3,2 5 5.01 14,7 4,0-22,2 umc1523-umc1587  umc1523 55 159 0,66

Exp: experimento; LODumbrai: Valor de LOD determinado mediante el test de 1000 permutaciones para considerar significativo un QTL; LODmax: valor maximo
de LOD para cada QTL; Cr: Cromosoma; Pos (cM): posicion en la que se obtuvo el LODmax para cada QTL; IC: intervalo de confianza determinado como *
1LOD hacia ambos lados del LODmax; MMF: marcadores moleculares que flanquean el QTL; MMC: marcador molecular mas cercano al pico de LODmax; QTL-
MMC (cM): distancia entre la posicion del LODmax y el marcador molecular mas cercano; R2: proporcion de la varianza fenotipica explicada por el QTL; A:
efecto aditivo con respecto al alelo del parental LP179; el nombre del QTL esta formado por el nombre del caracter al cual esta asociado, mas el nimero de
experimento en el cual se detectd, mas el niumero de cromosoma en el cual se encuentra, seguido por una letra en el caso de que hubiese mas de un QTL
en un mismo cromosoma para un mismo caracter en el mismo experimento. EA: periodo emergencia-antesis; ES: periodo emergencia-silking; ASI: intervalo
antesis-silking; AP: altura de planta; NHT: nimero de hojas totales; LE: longitud promedio de entrenudos.
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Continuaciéon Tabla 29.

QTL Exp  LODumbrai LODmax  Cr Bin Pos (cM) IC MMF MMC QTL-MMC(cM) R? A

ANG1-2a 1 2,7 3,3 2 2.02 31,7 22,7-34,8  bnlg1297-bnig1302  bnig1302 0,1 74 -1,78
ANG1-2b 1 2,7 29 2 2.03 94,8 91,3-95,3  bnlg1064-umc1541  bnlg1064 0,5 70 -1,75
ANG1-3a 1 2,7 3,1 3 3.06-3.07 129,9 124,9-133,9 umc1266-umc2381 umc2381 41 1,7 2,29
ANG1-3b 1 2,7 3,4 3 3.06-3.07 137,5 133,9-145,0 umc2381-bnlg1108 umc2381 3,5 11,9 2,28
ANG1-5 1 2,7 3,5 5 5.06 86,1 80,6-90,6 bnlg278-umc1680  umc1680 0,5 84 1,90
ANG1-7 1 2,7 5,8 7 7.04 18,6 13,6-24,8  umc2330-bnlg2259  umc2330 0,2 13,8 2,41
ANG2-7 2 2,8 5,0 7 7.04 18,6 10,1-25,3 dupssr9-umc2330  umc2330 0,2 13,1 2,61
ANG3-7a 3 3,6 4,5 7 7.04 18,6 12,1-18,8 dupssr9-umc2330  umc2330 0,2 11,8 2,81
ANG3-7b 3 3,6 4,6 7 7.04 23,8 18,8-32,3  umc2330-bnig2259  umc2330 5,0 19,3 3,56
LMH1-4 1 2,8 3,7 4 4.05 13,5 7,5-32,4 phi026-dupssr34 phi026 0,4 96 -1,70
LMH1-8 1 2,8 29 8 8.09 124,9 117,2-127,4 umc2357-dupssr1i4  dupssri4 0,0 72 -1,44
LMH1-10 1 2,8 3,2 10 10.03 29,1 23,1-36,4 phi050-umc1506 phi050 5,0 12,6 1,90
LMH3-7 3 29 3,6 7 7.05 64,6 61,6-68,8 phi082-umc2333 umc2333 0,7 1,1 1,76
LMH3-10 3 29 4,9 10 10.03 17,0 11,5-20,9  bnlg1451-bnig1079  bnig1079 0,4 15,2 2,05
AMH1-1a 1 3,0 3,9 1 1.04 95,6 88,6-100,6 umc2390-bnlg2086  bnlg2086 2,5 13,7 0,30
AMH1-1b 1 3,0 4,6 1 1.10 1921 186,6-198,1 bnlg1671-phi120 bnlg1671 55 19,0 0,36
AMH1-1c 1 3,0 4,8 1 1.1 203,1 198,1-207,1 phi120-phi064 phi120 50 240 041
PHV1-1 1 2,8 3,2 1 1.04 98,1 91,6-102,1 umc2390-bnlg2086  bnlg2086 0,0 81 2,79
PHV1-7a 1 2,8 3,6 7 7.05 60,1 48,6-61,6 bnlg2259-phi082 phi082 1,5 11,4 3,37
PHV1-7b 1 2,8 4,2 7 7.05 65,3 61,6-66,3 phi082-umc2333 umc2333 0,0 10,4 3,18
PHV1-7c 1 2,8 3,8 7 7.06 68,3 66,3-68,8 umc2190-umc1799 umc1799 1,0 99 311
PHV2-3 2 3,0 4,3 3 3.05 93,2 84,2-102,1 bnlg602-bnig1601  bnlg1601 24 16,5 3,44
PHV2-10 2 3,0 4,5 10 10.05 36,1 30,6-36,4 phi050-umc1506 umc1506 0,3 13,2 3,31
PHV3-1 3 27 3,0 1 1.06 118,4 118,1-122,2  bnlg2057-umc1812  bnlg2057 0,0 80 1,95

ANG: angulo vertical de insercién foliar; LMH: longitud méxima de la hoja; AMH: ancho méaximo de la hoja; PHV: persistencia de las hojas verdes en
postfloracién.
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Continuacion Tabla 29.

QTL Exp LODuymbrai LODmax Cr  Bin  Pos (cM) IC MMF MMC QTL-MMC(cM) R2 A
PES1-1 1 2,8 2,8 1 1.04 98,1 90,6-102,6 umc2390-bnlg2086 bnlg2086 0,0 6,8 2,76
PES1-7a 1 2,8 3,2 7 7.05 59,6 46,6-61,6 bnlg2259-phi082 phi082 2,0 10,5 3,47
PES1-7b 1 2,8 3,2 7 7.05 65,3 61,6-66,3 phi082-umc2333  umc2333 0,0 8,0 3,01
PES1-7c 1 2,8 3,3 7 7.06 68,8 66,3-68,8 umc2190-umc1799 umc1799 0,0 7,9 3,01
PES2-3 2 2,8 54 3 3.05 94,7 85,2-99,1 bnlg602-bnig1601  bnilg1601 0,9 17,6 3,69
PES2-10 2 2,8 5,2 10 10.05 34,6 29,1-36,4 phi050-umc1506  umc1506 1,8 18,1 3,72
PES3-1 3 2,7 29 1 1.04 96,1 89,1-104,1  umc2390-bnlg2086 bnlg2086 2,0 10,3 2,27
PES3-3a 3 2,7 4,9 3 3.05 87,7 80,7-95,6 bnlg602-bnig1601  bnlg1601 7,9 30,6 3,94
PES3-3b 3 2,7 4,2 3 3.05 100,6 95,6-108,6  bnlg1601-umc1400 bnig1601 50 221 3,34
TSP1-1-1 1 2,5 3,4 1 1.04 98,1 88,1-103,6  umc2390-bnlg2086  bnlg2086 0,0 8,5 -0,011
TSP1-1-7 1 2,5 3,1 7 7.05 65,3 63,6-68,8 umc2333-umc2190 umc2333 0,0 74 -0,010
TSP1-2-3 2 3,2 3,6 3 3.05 95,6 85,7-100,6  bnlg602-bnlg1601  bnlg1601 0,0 9,1 -0,012
TSP1-2-10 2 3,2 9,4 10 10.05 35,1 31,1-40,4 phi050-umc1506  umc1506 1,3 30,5 -0,021
TSP2-1-2 1 29 4,3 2 202 13,3 4,0-19,7 bnlg1017-bnig1297  bnlg1297 0,4 12,0 3,35
TSP2-2-2 2 2,8 29 2 202 13,3 12,3-21,2  bnlg1017-bnig1297  bnig1297 04 98 5,53
BIO2-2 2 29 3,1 2 202 31,8 31,7-37,3  bnlg1302-bnlg1064  bnig1302 0,0 9,7 9,30
BIO2-8 2 29 3,1 8 8.06 57,5 51,0-62,9 bnlg666-bnig1782  bnlg1782 54 15,0 -11,66
BIO3-3 3 2,8 3,3 3 3.06 123,4 122,4-128,4 umc1266-umc2381 umc1266 0,0 79 6,29
BIO3-8 3 2,8 6,6 8 8.06 62,9 59,0-66,9 bnlg666-bnig1782  bnlg1782 0,0 17,0 -8,70

PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa promedio de senescencia en postfloracion; BIO: biomasa aérea en madurez fisioldgica.
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Continuacion Tabla 29.

QTL Exp LODumbrai  LODmax  Cr  Bin  Pos (cM) IC MMF MMC QTL-MMC(cM) R? A

RGP3-8 3 29 3,0 8 8.06 62,9 58,0-75,9 bnlg1782-bnig1823  bnig1782 0,0 84 -4,16
NGP2-6a 2 29 3.4 6 6.01 42,2 31,7-49,2 bnlg426-phi389203 bnlg426 10,5 31,1 -55,50
NGP2-6b 2 29 3,0 6 6.07 141,3 136,2-148,3 umc2323-bnig1136 ~ umc2323 50 126 36,12
NGP3-4a 3 3,0 3,8 4 405 22,9 16,9-27,9 phi026-dupssr34 phi026 9,0 34,5 45,31
NGP3-4b 3 3,0 3,4 4 411 105,4 96,4-105,4 umc2138-umc1058  umc1058 0,0 9,3 23,41
NGP3-8 3 3,0 3,1 8 8.06 62,9 58,0-76,9 bnlg1782-bnig1823  bnig1782 0,0 8,0 -21,74
PG1-5 1 29 3,3 5 5.09 130,7 124,7-131,8 umc2136-bnlg386 bnlg386 0,1 9,7 -10,79
PG2-4 2 2,8 3,6 4 403 0,00 0,0-5,0 umc2281-phi026 umc2281 0,0 10,2 -10,88
PG2-8 2 2,8 3,3 8 8.03 31,5 25,5-44,2 bnlg669-phi014 bnlg669 6,0 14,9 -13,46
IC3-4a 3 3,1 3,7 4 405 8,0 1,0-13,0 umc2281-phi026 phi026 59 16,1 0,039
IC3-4b 3 3,1 4,2 4 405 15,9 13,0-23,9 phi026-dupssr34 phi026 20 15,3 0,039
IC3-7 3 3,1 3,4 7 7.04 34,8 26,8-35,6 umc2330-bnig2259  bnig2259 0,8 10,6 0,033

RGP: rendimiento en grano por planta; NGP: niumero de granos por planta; PG: peso del grano; IC: indice de cosecha.
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En el Exp1 se identificaron 31 QTLs asociados a EA, ES, ASI, AP, NHT, LE, ANG, LMH, AMH,
PHV, PES, TSP1, TSP2y PG. En el Exp2 se detectaron 19 QTLs asociados a AP, NHT, LE, ANG,
PHV, PES, TSP1, TSP2, BIO, NGP y PG. En el Exp3 se identificaron 23 regiones gendmicas
asociadas a EA, ASI, AP, NHT, LE, ANG, LMH, PHV, PES, BIO, RGP, NGP ¢ IC.

Se detectaron QTLs en los diez cromosomas. El porcentaje de varianza fenotipica
explicado por los QTLs individuales vari6 entre 6,8% (PES1-1) y 34,5% (NGP3-4a). Los valores
de LODumbral Obtenidos mediante la prueba de 1000 permutaciones variaron entre 2,5 para TSP1
en el Exp1y 3,6 para ANG en el Exp3. Los valores de LODnax que arrojaron los QTLs variaron
entre 2,8 (PES1-1) y 9,4 (TSP1-2-10).

Para los caracteres asociados a floraciéon (EA, ES y ASI) se identificaron seis QTLs, de los
cuales dos estuvieron asociados a EA, en el cromosoma 9 (Exp1) y en el cromosoma 3 (Exp3).
Un QTL estuvo asociado a ES en el cromosoma 7 (Exp1) y tres QTLs asociados a ASI, de los
cuales, dos se detectaron en el cromosoma 7 (Exp1) y uno en el cromosoma 4 (Exp3). EI QTL
ES1-7 comparte intervalo con el QTL AS/1-7b.

Para el caracter AP se detectaron cinco regiones gendmicas, una en el Exp1 en el
cromosoma 4, tres en el Exp2 en los cromosomas 2, 6 y 7 que explicaron el 24,6% de la varianza
fenotipica y uno en el Exp3 en el cromosoma 4.

Se identificaron cuatro QTLs asociados a NHT. Uno en el Exp1 en el cromosoma 3, uno en
el Exp2 en el cromosoma 3 y dos en el Exp3 en los cromosomas 3 y 10 que explicaron el 23,0%
de la varianza fenotipica. Los QTLs NHT1-3 y NHT3-3 estan ubicados en la misma posicion.

Para LE se detectaron tres QTLs, uno en cada ensayo, en los cromosomas 2,4y 5y el
porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada QTL fue de 8,1%, 11,0% y 15,9%
respectivamente.

Se detectaron nueve regiones gendmicas asociadas a ANG. Seis en el Exp1 en los
cromosomas 2, 3, 5y 7 que explicaron el 60,2% de la varianza fenotipica, 1 QTL en el Exp2 en
el cromosoma 7 y dos QTLs en el Exp3 en el cromosoma 7 que explicaron el 31,1% de la varianza
fenotipica. Los QTLs ANG1-7, ANG2-7 y ANG3-7a se localizaron en la misma posicion.

Para el caracter LMH se identificaron cinco QTLs. Tres en el Exp1 en los cromosomas 4, 8
y 10 que explicaron el 29,4% de la varianza fenotipica, y dos regiones en el Exp3 en los
cromosomas 7 y 10 que explicaron el 26,3% de la variacion.

Para AMH se detectaron tres QTLs, todos en el Exp1 en el cromosoma 1 que explicaron el

56,7% de la varianza fenotipica.
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Se identificaron siete QTLs asociados a PHV, de los cuales cuatro fueron detectados en el
Exp1 en los cromosomas 1y 7 y explicaron el 39,8% de la variacion fenotipica. Dos regiones
fueron identificadas en el Exp2 en los cromosomas 3 y 10 que explicaron el 29,7% de la varianza
fenotipica y 1 QTL en el Exp3 en el cromosoma 1.

Para el caracter PES se detectaron nueve QTLs. Cuatro en el Exp1 en los cromosomas 1
y 7 que explicaron el 33,2% de la varianza fenotipica, 2 regiones en el Exp2 en los cromosomas
3 y 10 que explicaron el 35,7% de la varianza fenotipica y tres en el Exp3 en los cromosomas 1
y 3 que explicaron el 63,0% de la variacion del caracter. Los QTLs PES71-1 y PES3-1 poseen
intervalos comunes y los QTLs PHV1-1y PES1-1 se encuentran en la misma posiciéon. Ademas,
los QTLs PHV1-7ay PES1-7a, PHV1-7by PES1-7b, PHV1-7c y PES1-7c, PHV2-3y PES2-3, y
PHV2-10 y PES2-10 poseen localizaciones muy similares.

Para la TSP1 se identificaron cuatro regiones gendmicas, dos en el Exp1 en los
cromosomas 1y 7 que explicaron el 15,9% de la varianza fenotipica y dos en el Exp2 en los
cromosomas 3 y 10 que explicaron el 39,6% de la variacion. Los QTLs TSP1-1-1, PHV1-1y
PES1-1 comparten la misma posicion al igual que los QTLs TSP1-1-7, PHV1-7b'y PES1-7b.

Para el caracter TSP2 se identificaron dos QTLs, uno en el Exp1 y el otro en el Exp2, los
cuales se encuentran en el cromosoma 2 en la misma posicion.

Se identificaron cuatro QTLs asociados a BIO, dos en el Exp2 en los cromosomas 2y 8
que explicaron el 24,7% de la variacion fenotipica y dos en el Exp3 en los cromosomas 3y 8 que
explicaron el 24,9% de la variacion fenotipica.

Para RGP se detecté un solo QTL en el Exp3, en el cromosoma 8 cuya posicion coincide
con el QTL BIO3-8.

Para NGP se identificaron cinco QTLs, dos en el Exp2, ambos en el cromosoma 6 que
explicaron el 43,7% de la varianza fenotipica y tres en el Exp3 en los cromosomas 4 y 8 que
explicaron el 51,8% de la varianza fenotipica. El QTL NGP3-8 coincide en su posicién con los
QTLs RGP3-8y BIO3-8.

Para PG se detectaron tres regiones, una en el Exp1 en el cromosoma 5 y dos en el Exp2
en los cromosomas 4 y 8, que explicaron el 25,1% de la variacion del caracter.

Para IC se identificaron tres QTLs, todos en el Exp3, en los cromosomas 4 y 7 que
explicaron el 42,0% de la variacion fenotipica.

Para los rasgos ES, AMH, PHV, PES, TSP2 e IC todos los QTLs identificados poseen un
efecto aditivo positivo indicando que la linea parental LP179 aporté los alelos que aumentan el

valor medio de estos caracteres. Para PG y TSP1 todos los QTLs poseen efecto aditivo negativo,
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lo cual significa que la linea parental LP179 aporto los alelos que disminuyen los valores medios
de estos rasgos. Para el resto de los caracteres se encontraron QTLs tanto con efecto aditivo
positivo como negativo indicando que ambas lineas parentales aportaron alelos que suman o
restan a los valores medios de los mismos. En la Figura 11 se muestran los QTLs localizados en

cada uno de los cromosomas.
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Cromosoma 1

Cromosoma 2

Figura 11: Ubicacion de los QTLs detectados en los 10 cromosomas mediante CIM.
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A la derecha de cada cromosoma se muestran los QTL con la posicion entre paréntesis. El color negro corresponde a los QTL detectados
en el Exp1, el rojo a los detectados en el Exp2 y el azul a los del Exp3.
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Continuacioén Figura 11.
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A la derecha de cada cromosoma se muestran los QTLs con la posicidn entre paréntesis. El color negro corresponde a los QTLs detectados
en el Exp1, el rojo a los detectados en el Exp2 y el azul a los del Exp3.
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En los cromosomas 7 y 3 se detectaron la mayor cantidad de QTLs (17 y 12 respectivamente).
En el cromosoma 4 se detectaron diez QTLs, en el cromosoma 1 ocho QTLs, en el cromosoma
2 siete regiones genomicas, en los cromosomas 8 y 10 se detectaron seis QTLs, en los
cromosomas 5 y 6 se identificaron tres QTLs y en el cromosoma 9 solamente una regién
gendmica.

En el cromosoma 1 se identificaron regiones gendmicas asociadas a la senescencia (PHV,
PES y TSP1) y al area foliar (AMH). En el cromosoma 2 se detectaron QTLs asociados a la
senescencia, ANG, AP, LE y BIO. En el cromosoma 3 se observaron regiones que controlan la
senescencia, NHT, ANG, dias a floracion y BIO. En el cromosoma 4 se identificaron QTLs
asociados a ASI, AP, LE, LMH, NGP, PG e IC. En el cromosoma 5 los QTLs detectados controlan
el ANG, LE, y PG. Las regiones gendmicas identificadas en el cromosoma 6 estan asociadas a
AP y NGP. En el cromosoma 7 se identificaron QTLs asociados a senescencia, ANG, ASI, AP,
LMH e IC. En el cromosoma 8 se observaron QTLs que controlan LMH, BIO, RGP, NGP y PG.
En el cromosoma 9 se detecté un QTL asociado a dias a floraciéon y en el cromosoma 10 las

regiones identificadas controlan la senescencia, LMH y NHT.

3.3.2. MAPEO MEDIANTE UN MODELO LINEAL MIXTO

Se identificaron 42 QTLs a través de ambientes asociados a los caracteres EA, ASI, AP, NHT,
LE, ANG, IAF, LMH, AMH, PHV, PES, TSP1, TSP2, BIO, RGP, NGP y PG. No se detectaron

regiones asociadas a los caracteres ES e IC. En la Tabla 30 se muestran los QTLs identificados

mediante este método, con sus respectivas localizaciones cromosdmicas y efectos aditivos.
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Tabla 30: QTLs identificados para cada rasgo mediante el método de modelo lineal mixto.

QTL Fumbral Fmax  Cr Bin Pos (cM) IC MMF MMC QTL-MMC(cM) %VG A

EA3 7,9 10,2 3 3.05 104,5 95,5-133,5  bnlg1601-umc1400  bnlg1601 9,0 7,0 1,03
EA9 7,9 11,2 9 9.03 59,4 56,4-60,4 bnlg1626-umc1691  umc1691 1,2 33 -0,62
ASl4 8,1 10,3 4 4.03 4,0 0,0-11,0 umc2281-phi026 umc2281 4,0 42 -0,46
ASI7a 8,1 12,2 7 7.04 25,7 18,7-34,7 umc2330-bnlg2259  umc2330 7,0 7,9 0,41
ASI7b 8,1 13,8 7 7.04-7.05 48,5 40,5-58,5 bnlg2259-phi082 bnlg2259 13,0 7,2 0,36
AP2 6,1 14,0 2 2.02 59,8 45,8-70,8 bnlg1302-bnlg1064  bnig1302 28,0 1,2 9,95
AP4 6,1 10,8 4 4.09 86,4 82,4-94,4 umc2138-umc1058  umc2138 4,0 1,1 -4,74
AP6 6,1 6,5 6 6.07 148,2  141,2-148,2 umc2323-bnig1136  bnlg1136 0,0 16 -3,84
AP7 6,1 10,3 7 7.04 33,7 26,7-35,5 umc2330-bnlg2259  bnilg2259 1,8 21 4,79
NHT1 6,2 8,6 1 1.08 178,2  172,2-184,2 mmc0041-bnlg1671  mmc0041 7,0 32 -0,38
NHT3 6,2 12,6 3  3.05-3.06 119,3  116,3-123,3  umc1400-umc1266  umc1400 3,0 7,0 0,52
LE3 6,4 7,8 3  3.05-3.06 118,3 116,3-122,3 umc1400-umc1266  umc1266 2,0 0,9 -0,36
LE4 6,4 8,6 4 4.03 1,0 0,0-7,0 umc2281-phi026 umc2281 1,0 1,2 -0,34
LES 6,4 7,5 5 5.01 8,0 2,0-9,2 bnlg1006-umc1523  umc1523 1,2 1,6 0,29
LE7 6,4 7,3 7 7.04 33,7 24,7-35,5 umc2330-bnlg2259  bnilg2259 1,8 1,5 0,39
ANG2 6,3 8,6 2 2.03 73,8 58,8-97,4 bnlg1302-bnlg1064  bnlg1064 23,6 3,7 -3,09
ANG4 6,3 7.1 4 4.09 85,4 82,4-95,4 umc2138-umc1058  umc2138 3,0 33 -1,55
ANG5 6,3 10,7 5 5.06 85,5 82,5-86,4 bnlg278-umc1680 umc1680 0,9 3,9 1,63
ANG6 6,3 6,5 6 6.01 242 13,2-31,6 bnlg161-bnig426 bnlg426 7,4 59 -2,85
ANG7a 6,3 22,5 7 7.04 23,7 18,7-27,7 umc2330-bnlg2259  umc2330 5,0 12,9 3,23
ANG7b 6,3 6,4 7 7.06 67,2 66,2-68,2 umc2190-umc1799  umc2190 1,0 1,2  -1,40

Fumbrai: Valor de la prueba F determinado mediante el test de 1000 permutaciones para considerar significativo un QTL; Fmax: valor maximo
del estadistico F para cada QTL; Cr: Cromosoma; Pos (cM): posicién en la que se obtuvo el Fmax para cada QTL; IC: intervalo de confianza;
MMF: marcadores moleculares que flanquean el QTL; MMC: marcador molecular mas cercano al pico de Fmax; QTL-MMC (cM): distancia
entre la posicion del valor Fmax y €l marcador molecular mas cercano; %VG: porcentaje de varianza genotipica explicada por el QTL; A:
efecto aditivo con respecto al alelo del parental LP179; el nombre del QTL esta formado por el nombre del caracter al cual esta asociado,
mas el numero de cromosoma en el cual se encuentra, seguido por una letra en el caso de que hubiese mas de un QTL en un mismo
cromosoma para un mismo caracter. EA: periodo emergencia-antesis; ASI: intervalo antesis-silking; AP: altura de planta; NHT: nimero de
hojas totales; LE: longitud promedio de entrenudos; ANG: angulo vertical de insercién foliar.
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Continuacion Tabla 30.

QTL Fumbrai Fmax Cr  Bin Pos (cM) IC MMF MMC QTL-MMC(cM) %VG A
IAF2 63 95 2 202 18,7 13,7-25,7 bnlg1297-bnlg1302  bnilg1297 50 29 0,17
LMH10 64 82 10 10.05 31,1 25,1-36,4 phi050-umc1506 umc1506 53 2,7 1,60
AMH1 6,1 10,8 1 1.1 192,6  188,6-198,0 bnlg1671-phi120 phi120 54 5,6 0,28
AMH3 6,1 69 3 3.04 55,7 42,7-69,7 bnlg1325-bnig602 bnlg602 18,9 29 -0,31
PHV1 63 81 1 1.04 97,1 90,1-98,1 umc2390-bnig2086  bnlg2086 1,0 3,5 1,93
PHV7 63 69 7 7.06 68,2 66,2-68,2 umc2190-umc1799  umc1799 0,6 2,3 1,81
PHV10 63 68 10 10.03 9,0 1,0-16,0 bnlg1451-bnig1079 _ bnig1079 8,4 2,3 2,04
PES1 63 87 1 1.04 97,1 91,1-98,1 umc2390-bnig2086  bnlg2086 1,0 4,1 1,93
PES3 63 66 3 3.05 102,5 95,5-112,5  bnlg1601-umc1400  bnig1601 7,0 50 3,33
PES10 63 79 10 10.05 46,4 36,4-56,4 umc1506-bnig2190  umc1506 10,0 0,8 2,22
TSP1-1 6,1 66 1 1.04 93,1 86,1-98,1 umc2390-bnig2086  bnlg2086 5,0 34 -0,0081
TSP1-10 6,1 11,1 10 10.05 41,4 36,4-50,4 umc1506-bnig2190  umc1506 5,0 44 -0,0099
TSP2-2 6,1 95 2 202 19,7 13,7-26,7 bnlg1297-bnlg1302  bnilg1297 6,0 2,6 4,18
BIO2 62 92 2 202 59,8 37,8-73,8 bnlg1302-bnig1064  bnig1302 28,0 1,9 12,03
BIO8 62 106 8 8.06 67,8 62,9-75,8 bnlg1782-bnig1823  bnig1782 4,9 2,8 -6,98
RGP2 64 68 2 203 65,8 44,8-88,8 bnlg1302-bnlg1064  bnlg1064 31,6 1,4 6,52
RGPS 64 66 8 8.06 67,8 62,9-77,8 bnlg1782-bnig1823  bnig1782 4,9 24 -3,90
NGP6 63 76 6 6.01 31,2 21,2-31,6 bnlg161-bnig426 bnlg426 04 2,6 -18,13
PG4a 63 64 4 403 1,0 0,0-7,0 umc2281-phi026 umc2281 1,0 2,6 -6,19
PG4b 63 93 4 408 70,5 61,5-78,5 bnlg1444-umc2138  bnlg1444 10,0 4,7 -9,81
PG5 63 65 5 5.07 97,4 89,4-102,1  umc1680-bnig2305  bnlg2305 4,7 53 -10,25

IAF: indice de area foliar maximo en floraciéon; LMH: longitud maxima de la hoja; AMH: ancho maximo de la hoja; PHV: persistencia de
las hojas verdes en postfloracion; PES: periodo emergencia-senescencia; TSP: tasa promedio de senescencia en postfloracion; BIO:
biomasa aérea en madurez fisioldgica; RGP: rendimiento en grano por planta; NGP: nimero de granos por planta; PG: peso del grano.
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Se detectaron QTLs en los diez cromosomas de maiz. El porcentaje de varianza genotipica de
los QTLs individuales varié entre 0,8% (PES10)y 12,9% (ANG7a). Se observaron QTLs tanto con
efecto aditivo positivo como negativo y los valores de Fumbra Obtenidos mediante la prueba de
1000 permutaciones variaron entre 6,1 para AP, AMH, TSP1y TSP2y, 8,1 para ASI. Los valores
de Fmax que arrojaron los QTLs variaron entre 6,4 (ANG7b y PG4a) y 22,5 (ANG7a).

Para los caracteres EA y ASI se identificaron cinco QTLs, de los cuales dos estaban
asociados a EA en los cromosomas 3 y 9 con un porcentaje de varianza genotipica de 10,3% vy
tres para ASI en los cromosomas 4 y 7 con un porcentaje de varianza de 19,3%. Mediante el
método anterior se detectaron regiones en los mismos cromosomas pero en posiciones
diferentes.

Se detectaron cuatro regiones asociadas a AP en los cromosomas 2, 4, 6 y 7, que en
conjunto explicaron un 6,0% de la varianza genotipica. Se identificaron QTLs mediante el método
CIM en estos cromosomas pero en localizaciones diferentes. Para NHT se identificaron dos QTLs
en los cromosomas 1y 3 que explicaron un 10,2% de la varianza genotipica. Con el método
anterior, el QTL NHT1 no fue detectado y las regiones localizadas en el cromosoma 3 se
encuentran en posiciones cercanas con respecto a la regién detectada con este método. Para LE
se detectaron dos regiones gendmicas en los cromosomas 4 y 5 cuyas posiciones son similares
a las detectadas con el método CIM y, dos QTLs en los cromosomas 3 y 7 que no fueron
previamente identificados con el método anterior. Para ANG se detectaron tres QTLs en los
cromosomas 4, 6 y 7 que no fueron previamente identificados y tres regiones en los cromosomas
2,5y 7 cuyas localizaciones son similares a las identificadas previamente. En total los seis QTLs
explicaron el 30,9% de la varianza genotipica.

Se identifico un QTL asociado a IAF en el cromosoma 2 con efecto aditivo positivo y una
contribucién a la heredabilidad de 2,9%. Para LMH se detectd un QTL en el cromosoma 10 con
una heredabilidad de 2,7%, cuya localizacién es cercana a la de un QTL identificado con el
método anterior. Para AMH se detectaron dos regiones gendmicas en los cromosomas 1y 3, de
las cuales una coincide con un QTL detectado con el método CIM, pero la otra region no habia
sido identificada.

Se identificaron tres regiones gendmicas asociadas a PHV en los cromosomas 1, 7 y 10,
todas con efecto aditivo positivo y una contribucién a la heredabilidad de 8,1%. Los primeros dos
QTLs coinciden con los identificados mediante el método CIM. Para PES se detectaron tres QTLs
en los cromosomas 1, 3 y 10, con efecto aditivo positivo y una heredabilidad de 9,9%. El QTL

PES1 se encuentra en la misma posicién que el QTL PHV1. Para TSP1 se identificaron dos QTLs
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en los cromosomas 1y 10, todos con efecto aditivo negativo y una heredabilidad de 7,8%. El
intervalo correspondiente al QTL TSP171-1 se superpone con el de los QTLs PEST y PHV1.
Ademas, el QTL TSP1-10 se encuentra en el mismo intervalo que el QTL PES10. Para el caracter
TSP2 se identificé un QTL en el cromosoma 2 con efecto aditivo positivo y una heredabilidad de
2,6%.

Se identificaron dos regiones genodmicas asociadas a BIO en los cromosomas 2 y 8 con
una contribucion a la heredabilidad de 4,7%. Para RGP se detectaron dos QTLs en los
cromosomas 2 y 8 que poseen una heredabilidad de 3,8%. El intervalo correspondiente al QTL
RGP2 coincide con el del QTL B/O2. A su vez, el QTL RGP8 se encuentra en la misma posicion
que el QTL BIO8. Para NGP se detecté un QTL en el cromosoma 6 con efecto aditivo negativo y
una heredabilidad de 2,6%. Para PG se identificaron tres regiones genémicas en los cromosomas
4 y 5, todos con efecto aditivo negativo y una heredabilidad de 12,6%.

En la Tabla 31 se muestran los QTLs que presentaron una interaccion significativa con el

ambiente.

Tabla 31: QTLs que mostraron interaccion significativa con el ambiente.

QTL Cr Bin Pos (cM) AxE1 Valorp AxE2 Valorp AxE3 Valorp
AP2 2 2.02 59,8 -8,14 0,004 7,19 0,013 ns 0,728
ASI7b 7 7.04-7.05 48,5 0,38 0,022 nd nd -0,38 0,026
BIO2 2 2.02 59,8 ns 0,279 10,83 0,013 ns 0,147
RGP2 2 2.03 65,8 ns 0,368 6,23 0,035 ns 0,216
PES10 10 10.05 46,4 ns 0,698 ns 0,064 -2,08 0,021
TSP1-10 10 10.05 41,4 ns 0,601  -0,0074 0,02 ns 0,063

Cr: cromosoma; Pos (cM): posicién donde el Fmax arrojé el maximo valor; AXE1: efecto de la interaccion
aditivo x ambiente en el Exp1; AXE2: efecto de la interaccion aditivo x ambiente en el Exp2; AXE3: efecto
de la interaccion aditivo x ambiente en el Exp3. Valor p: valor de probabilidad asociada del test estadistico
para determinar la significancia de la interaccidn aditivo x ambiente; ns: no significativo; nd: no determinado.

EI QTL AP2 tuvo un efecto AXE negativo en el Exp1 y positivo en el Exp2 mientras que en el Exp3
el efecto de la interaccién no fue significativo. El QTL AS/7b mostr6 una interaccién positiva en el
Exp1 y en el Exp3 una interaccion negativa. El QTL BIO2 al igual que RGP2 mostré una
interaccion positiva en el Exp2 mientras que en los restantes ambientes la interaccion no fue
significativa. El QTL PES70 tuvo una interaccion negativa en el Exp3 solamente y el QTL TSP17-
10 mostré una interaccidén negativa en el Exp2 mientras que en los restantes ambientes no tuvo

una interaccion significativa.
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En la Tabla 32 se muestran los pares de QTLs que mostraron una interaccion epistatica
significativa.

Tabla 32: Interacciones epistaticas entre pares de QTLs y magnitud de la misma.

QTL Cr Bin Pos (cM) AA Valor p
ANG4 4 4.09 85,4 1,52 0,00038
ANG6 6 6.01 24,2
LE3 3 3.05-3.06 118,3 0,25 0,00066
LE7 7 7.04 33,7

Cr: cromosoma; Pos (cM): posicidon correspondiente al Fmax para cada QTL. AA: efecto de la
interaccion epistatica de tipo aditiva por aditiva. Valor p: valor de probabilidad asociada del test
estadistico para determinar la significancia de la interaccion.

Los dos QTLs asociados a ANG poseen un efecto aditivo individual negativo. Sin embargo, la
interaccion de tipo aditivo x aditivo entre ambos ocasion6 un aumento en los valores medios de
este atributo. Lo mismo ocurrié para los QTLs asociados con la LE. La interaccién de tipo aditivo
x aditivo produjo un aumento en los valores medios de este caracter, aunque en este caso los
efectos aditivos individuales de estos QTLs eran opuestos. En la Figura 12 se muestran los QTLs

identificados mediante este método con el programa QTL Network 2.0 en sus respectivas
posiciones cromosomicas.
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Figura 12: Ubicacion de los QTLs detectados mediante el método de modelo lineal mixto.
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Continuacién Figura 12.
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En los cromosomas 7 y 4 se detectaron la mayor cantidad de QTLs con 7 y 6 regiones
gendmicas, respectivamente. En los cromosomas 1, 2 y 3 se detectaron cinco QTLs, en el
cromosoma 10 cuatro QTLs, en los cromosomas 5 y 6 tres regiones genémicas, en el cromosoma
8 se detectaron dos QTLs, ambos en la misma posicién y en el cromosoma 9 se identificé un QTL
solamente.

En el cromosoma 1 se identificaron regiones gendmicas asociadas a la senescencia (PHV,
PES y TSP), al area foliar (AMH) y al NHT. En el cromosoma 2 se detectaron QTLs asociados a
la senescencia, IAF, ANG, AP, BIO y RGP. En el cromosoma 3 se observaron regiones que
controlan la senescencia, NHT, dias a floracion, LE y area foliar (AMH). En el cromosoma 4 se
identificaron QTLs asociados a ASI, AP, LE, ANG y PG. En el cromosoma 5 los QTLs detectados
controlan el ANG, LE, y PG. Las regiones gendmicas identificadas en el cromosoma 6 estan
asociadas a AP, ANG y NGP. En el cromosoma 7 se identificaron QTLs asociados a senescencia,
ANG, ASI y AP. En el cromosoma 8 se observaron QTLs que controlan la BIO y RGP. En el
cromosoma 9 se detecté un QTL asociado a dias a floracién y en el cromosoma 10 las regiones

identificadas controlan la senescencia y LMH.

3.3.3. MAPEO DE CARACTERES MULTIPLES

Para llevar a cabo este método se agruparon los caracteres de acuerdo a su funcién. En un grupo
se incluyeron los rasgos AP-ANG-LE-NHT-LMH-AMH, asociados con la arquitectura de canopeo
y la captura de luz. En otro grupo se analizaron los rasgos asociados a floracion (EA-ES-ASI). En
otro analisis se incluyeron conjuntamente los rasgos PHV-PES-TSP1-TSP2, asociados a la
senescencia en postfloraciéon. Luego se analizaron los caracteres IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC,
dado que IAF, LMH y AMH presentaron una correlacion genotipica con BIO, para determinar el
efecto de estos tres atributos sobre la produccién de biomasa, el rendimiento y la particion, y en
otro analisis se evaluaron los rasgos ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC, debido a que estos mostraron
una correlaciéon genotipica con BIO, RGP e IC.

En una primera etapa se realiz6 una busqueda de QTLs mediante el procedimiento JZmapqtl del
programa Win QTL Cartographer V 2.5, el cual realiza un analisis de caracteres multiples
mediante el método de mapeo por intervalo compuesto. En la Tabla 33 se muestran los QTLs

identificados en la primera etapa mediante el método MT-CIM.
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Tabla 33: QTLs identificados mediante el procedimiento JZmapaqtl para caracteres multiples.

QTL Cr Caracteres LODumbrai  LODmax Pos (cM) IC MMF
QTL-1a 1 AP-ANG-LE-NHT-LMH-AMH 16,8 17,2 16,0 12,0-18,0  phi097-umc1363
QTL-1b 1 IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC 13,0 15,5 132,2 130,2-138,2 umc1812-bnig615
QTL-2a 2 PHV-PES-TSP1-TSP2 20,0 27,2 49,8 47,8 -51,8 bnlg1302-bnig1064
QTL-2b 2 ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC 13,0 13,7 65,8 63,8 — 67,8 bnlg1302-bnig1064
QTL-2c 2 AP-ANG-LE-NHT-LMH-AMH 16,8 18,6 67,8 59,8 — 75,8  bnlg1302-bnig1064
QTL-2d 2 IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC 13,0 14,7 73,8 69,8 — 79,8 bnlg1302-bnig1064
QTL-3 3 PHV-PES-TSP1-TSP2 20,0 32,7 14,1 12,1-16,1  umc2103-bnig1325
QTL-4a 4 EA-ES-ASI 4,7 57 6,0 0,0-13,9 umc2281-phi026
QTL-4b 4 IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC 13,0 17,3 25,9 23,9-29,9  phi026-dupssr34
ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC 13,0 13,2 25,9 21,9-29,9  phi026-dupssr34
QTL-6 6 ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC 13,0 13,1 45,7 43,7 —49,7 bnlg426-phi389203

Cr: cromosoma; Caracteres: nombre de los caracteres para los cuales se detecto el QTL; LOD .- valor de LOD

determinado mediante el test de permutaciones o especificado arbitrariamente en el caso de que el test de permutaciones

haya arrojado un valor demasiado elevado; LOD_ .. valor de LOD maximo para el QTL; Pos (cM): Posicion del LOD,_; IC:
intervalo de confianza calculado como * una unidad de LOD hacia ambos lados de LOD,,,; MMF: marcadores moleculares

que flanquean al QTL. Cada QTL posee un numero correspondiente al cromosoma en el cual se identificé. La letra luego
del nimero se empleé para diferenciar los QTLs que se encuentran en los mismos cromosomas.
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En la primera etapa se identificaron diez QTLs en los cromosomas 1, 2, 3, 4 y 6. Para el grupo
de caracteres compuesto por AP-ANG-LE-NHT-LMH-AMH se detectaron dos QTLs en los
cromosomas 1 y 2. Para los rasgos EA-ES-ASI de identific6 un QTL en el cromosoma 4. Se
detectaron dos regiones asociadas a los caracteres PHV-PES-TSP1-TSP2 en los cromosomas 2
y 3. Para el grupo de caracteres IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC se detectaron tres regiones en los
cromosomas 1, 2 y 4 y, para los rasgos ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC se identificaron tres QTLs en
los cromosomas 2, 4 y 6. El QTL detectado en el cromosoma 4 para ambos grupos de caracteres
se localiz6 en la misma posicién. Los QTLs identificados en la primera etapa fueron considerados
regiones candidatas y se analizaron en una segunda etapa mediante el método de mapeo por
intervalos multiples para multiples caracteres (MT-MIM). Mediante este método se analizé la
significancia de cada QTL sobre cada caracter, se estimaron los efectos aditivos de los mismos
y se determiné el porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada modelo de QTLs sobre
cada caracter. En la Figura 13 se muestran los QTLs localizados en los cromosomas, los
caracteres a los cuales esta asociado cada QTL y los efectos aditivos de cada uno sobre cada

caracter en cada ambiente.
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Figura 13: Localizacion de los QTLs y sus efectos aditivos, identificados mediante analisis multi caracter.
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experimento; ns: no significativo.
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En el cromosoma 4, los efectos aditivos asociados a los rasgos relacionados con la floracién
corresponden a los ensayos 1y 3, debido a que en el Exp2 estos no fueron evaluados. La mayoria
de los QTLs presentaron efectos aditivos significativos inconsistentes entre los experimentos. El
QTL-1a fue uno de los mas consistentes en cuanto a su expresion, dado que tuvo efecto sobre
todos los caracteres en todos los experimentos, excepto sobre AMH, sobre el cual mostré un
efecto significativo en los Exp2 y Exp3, y sobre LE, sobre el cual tuvo efecto en el Exp2 solamente.
Todos los efectos aditivos fueron de signo negativo, indicando que la linea parental LP179 aport6
alelos que disminuyen los valores medios de estos rasgos asociados con la captura de luz. El
QTL-1b, asociado a IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC, tuvo efecto sobre LMH en el Exp1, AMH en los
tres ambientes y, sobre RGP e IC en el Exp2 y Exp3, no mostrando un efecto significativo sobre
IAF y BIO. Los efectos aditivos de este QTL fueron todos positivos, por lo tanto el parental LP179
aporto los alelos que suman para los valores medios de area foliar y rendimiento. El QTL-2a,
mostrd un efecto significativo sobre PHV y PES en todos los ambientes, pero no tuvo significancia
sobre los rasgos TSP1y TSP2. Los efectos aditivos de este QTL fueron todos negativos. El QTL-
2b presento un efecto aditivo sobre ES e IC en el Exp1 y sobre PHV, BIO y RGP en el Exp2. Los
efectos aditivos fueron negativos para ES y PHV y positivos para BIO, RGP e IC. ElI QTL-2c
presentd un efecto significativo en los tres ambientes sobre LMH, solamente. Para los restantes
caracteres fue inconsistente, dado que sobre AP tuvo efecto en los Exp2 y Exp3, sobre ANG en
los Exp1 y Exp2, sobre LE en los Exp1 y Exp3, sobre NHT en el Exp3 y sobre AMH en el Exp2
solamente. Todos los efectos aditivos de este QTL fueron positivos, excepto para ANG. El QTL-
2d mostro efecto sobre IAF e IC en los tres ambientes, sobre LMH en el Exp3, sobre BIO en los
Exp2 y Exp3y, sobre RGP en los Exp1 y Exp2, no mostrando un efecto significativo asociado al
AMH. Todos los efectos aditivos fueron positivos. El QTL-3 presenté un efecto significativo sobre
PHV y PES en el Exp2 y Exp3, mientras que tuvo un efecto asociado a TSP1 en el Exp1 y Exp2
y no presentd efecto sobre TSP2. Todos los efectos aditivos fueron negativos. EI QTL-4a presenté
un efecto consistente sobre EA y ASI en los dos ambientes evaluados, pero sobre ES tuvo efecto
en el Exp3 solamente. En este caso particular, este QTL tuvo un efecto aditivo positivo sobre EA
en el Exp1 y negativo en el Exp3, lo cual estaria indicando que existié una interaccion QTL x E.
En el caso de los rasgos ES y ASI el efecto aditivo fue negativo. El QTL-4b presentd un efecto
significativo sobre IAF, LMH y AMH en los tres ambientes. Sobre BIO tuvo efecto en el Exp2 y
Exp3, sobre RGP en el Exp2 y sobre ES e IC en el Exp3. Todos los efectos fueron negativos,
excepto sobre IC. El QTL-6 fue significativo para ES en el Exp3, PHV en el Exp2, mientras que

sobre BIO, RGP e IC tuvo efecto en el Exp2 y Exp3, siendo todos los efectos negativos. En la

126



Tabla 34 se muestra el porcentaje de varianza fenotipica explicado por el modelo de QTLs

identificados para cada grupo de caracteres analizados.

Tabla 34: Porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada modelo de QTLs.

Caracteres Caracter/Experimento  Posicion de QTLs %02k
AP-ANG-LE-NHT-LMH-AMH AP1 (1, 16,0) 7.1
ANG1 (2, 67,8) 15,3
LE1 9,2
NHT1 12,9
LMH1 9,5
AMH1 3,8
AP2 9,4
ANG2 8,3
LE2 7,3
NHT2 9,6
LMH2 9,0
AMH2 7.1
AP3 9,6
ANG3 49
LE3 7.9
NHT3 13,0
LMH3 9,8
AMH3 9,2
EA-ES-ASI EA1 (4, 6,0) 0,49
ES1 0,12
ASI1 2,6
EA3 6,3
ES3 18,5
ASI3 8,7

El nombre del caracter esta seguido por el nimero de experimento en el cual se evalud:
AP1: altura de planta evaluado en el Exp1; Posicion de QTLs: entre paréntesis se
mencionan los cromosomas y las posiciones de los QTLs identificados para esos
caracteres; %02r: porcentaje de varianza fenotipica explicado por el QTL o los QTLs en el
caso de que en el modelo hubiera mas de un QTL asociado a los caracteres evaluados.
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Continuacion Tabla 34.

Caracteres Caracter/Experimento  Posicién de QTLs %02k
IAF-LMH-AMH-BIO-RGP-IC IAF1 (1, 132,2) 8,5
LMH1 (2,73,8) 41,0
AMH1 (4, 25,9) 16,8
BIO1 5,1
RGP1 57
IC1 6,3
IAF2 14,6
LMH2 44,5
AMH2 26,6
BIO2 17,8
RGP2 14,2
IC2 8,7
IAF3 24.4
LMH3 40,5
AMH3 37,2
BIO3 8,7
RGP3 2,0
IC3 2,8
PHV-PES-TSP1-TSP2 PHV1 (2, 49,8) 1,9
PES1 (3,14,1) 53
TSP1-1 53
TSP2-1 5,2
PHV2 4,9
PES2 22,7
TSP1-2 11,3
TSP2-2 8,6
PHV3 9,4
PES3 29,2
TSP1-3 10,8
TSP2-3 10,7

El nombre del caracter esta seguido por el nimero de experimento en el cual se evalud:
BIO1: Biomasa en madurez fisioldgica evaluado en el Exp1; Posicion de QTLs: entre
paréntesis se mencionan los cromosomas y las posiciones de los QTLs identificados para
esos caracteres; %0?r: porcentaje de varianza fenotipica explicado por el QTL o los QTLs
en el caso de que en el modelo hubiera mas de un QTL asociado a los caracteres
evaluados.
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Continuacion Tabla 34.

Caracteres Caracter/Experimento  Posicién de QTLs %02k
ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC ES1 (2, 65,8) 11,4
ASI1 (4, 25,9) 7.4
PHV1 (6, 45,7) 11,6
BIO1 6,8
RGP1 3,3
IC1 2,0
PHV2 23,1
BIO2 29,0
RGP2 13,3
IC2 8,0
ES3 15,5
ASI3 7.5
PHV3 16,8
BIO3 26,0
RGP3 10,7
IC3 10,5

El nombre del caracter esta seguido por el nimero de experimento en el cual se evalué:
BIO1: Biomasa en madurez fisiolégica evaluado en el Exp1; Posicion de QTLs: entre
paréntesis se mencionan los cromosomas y las posiciones de los QTLs identificados para
esos caracteres; %0?r: porcentaje de varianza fenotipica explicado por el QTL o los QTLs
en el caso de que en el modelo hubiera mas de un QTL asociado a los caracteres
evaluados.

En el caso de los caracteres relacionados con la arquitectura del canopeo, el modelo compuesto
por dos QTLs explico un 15,3% de la variacion fenotipica para el ANG en el Exp1. Este fue el
mayor porcentaje explicado por el modelo, seguido por el caracter NHT en el Exp3 y en el Exp1,
para los cuales explicé un 13,0% y 12,9%, respectivamente. El menor porcentaje de varianza
fenotipica explicado fue para el rasgo AMH en el Exp1, con un 3,8%, un caracter sobre el cual
ninguno de los dos QTLs tuvo un efecto significativo. EI QTL-4 asociado a los caracteres
relacionados con la floracién explicé un 18,5% y un 8,7% de la varianza fenotipica de los
caracteres ES y ASI en el Exp3, respectivamente, debido a que este QTL presentd los mayores
efectos aditivos sobre estos dos rasgos. El modelo de QTLs asociados a los caracteres IAF-LMH-
AMH-BIO-RGP-IC explicé el mayor porcentaje de la varianza fenotipica sobre LMH, AMH e |IAF,
mientras que el menor porcentaje de la varianza fenotipica fue explicado para RGP e IC en el
Exp3 debido a la baja magnitud de los efectos aditivos. EI modelo de QTLs asociado a los rasgos

ES-ASI-PHV-BIO-RGP-IC explicé el mayor porcentaje de varianza para BIO y PHV en el Exp2,
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mientras que el menor porcentaje de varianza explicada fue para RGP e IC en el Exp1. Sobre
RGP en el Exp1 ninguno de los QTLs presentd efecto significativo y sobre IC en el Exp1 un solo
QTL tuvo efecto. En cuanto a los rasgos asociados con la senescencia en postfloracién, el modelo
compuesto por dos QTLs explicod el mayor porcentaje de varianza fenotipica para los rasgos PES
en el Exp3 (29,2%) y Exp2 (22,7%), respectivamente. Ambos QTLs del modelo presentaron un
efecto aditivo significativo sobre estos caracteres y la magnitud de los mismos fue muy

significativa.
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4. DISCUSION

41. EVALUACION GENOTIPICA

El elevado porcentaje de polimorfismo entre las lineas parentales las hace utiles para realizar
estudios de mapeo a partir de una poblacién originada mediante el cruzamiento inicial entre estas.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Olmos et al (2010, 2014) quienes analizaron la
estructura genética de las lineas de maiz de INTA Pergamino mediante el programa
STRUCTURE V. 2.3.3.

La relacion inversa entre el numero de nucleétidos de las repeticiones y la cantidad de SSR
observados para cada tipo de repeticion también fue reportado por Sibov et al (2003) pero no por
Chin et al (1996) quienes identificaron un mayor porcentaje de SSR de tipo trinucleétidos con
respecto a los dinucledtidos. Con respecto al porcentaje de marcadores polimérficos,
monomorficos y sin amplificacion para cada tipo de repeticién, los resultados coinciden con los
observados por Sibov et al (2003) quienes concluyeron que la proporcién de marcadores
monomorficos para cada clase estaba directamente relacionado al tamano de su unidad de
repeticion. El polimorfismo en los marcadores SSR surge como consecuencia de mutaciones que
cambian el numero de copias de las unidades de repeticion. Se cree que estas mutaciones
podrian ser generadas por una falla de la ADN polimerasa durante la replicacion, conocida como
slippage o deslizamiento (Schlbterer and Tautz, 1992). Ademas, la tasa de mutacion varia entre
microsatélites dependiendo de factores estructurales tales como el tamafio, el tipo y la
composicion de la repeticion (Goldstein and Clark, 1995; Petes et al., 1997) y se ha observado
que las repeticiones de tipo dinucledétido poseen la mayor tasa de mutaciéon, comparado con los
trinucledtidos en los cuales dicha tasa es mayor a la de los tetranucleétidos (Chakraborty et al.,
1997). Por lo tanto, el hecho de que los marcadores dinucleétidos sean los mas polimérficos y los
penta/hexanucleétidos los menos variables afirma lo observado por Chakraborty et al (1997).

Las posibles causas de la distorsion en la segregacion son factores fisioldgicos y genéticos.
Determinados mecanismos como la competencia del tubo polinico, polen letal, una fertilizacion
preferencial y una eliminacion selectiva de cigotos podrian ocasionar estas alteraciones en los
radios de segregacion (Zhang et al., 2006). En maiz la causa mas comun podria surgir de un
proceso de seleccion durante la gametogénesis, la fertilizacion o la germinacion (Lyttle, 1991).
Varios grupos de investigacion han observado una segregacion distorsiva de los marcadores

mediante el estudio en poblaciones de mapeo (Gardiner et al., 1993; Zhang et al., 2006; Li et al.,
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2016b). Una regidon de distorsion de la segregacion es considerada cuando tres o mas
marcadores ligados presentan una distorsion significativa, dado que si un gen que produce este
efecto esta segregando en una poblacion, los marcadores ligados a ese gen posiblemente
muestren una segregacién alejada de lo esperado (Vogl and Xu, 2000).

El porcentaje de marcadores con segregacion distorsiva detectado en el presente trabajo
fue elevado en comparacion con otros reportes (Lu et al., 2002; Yan et al., 2003a; Sibov et al.,
2003; Zhang et al., 2006; Wang et al., 2012c; Li et al., 2016b). Estos ultimos autores observaron
que las regiones con mayor presencia de segregacion distorsiva poseian una tasa de
recombinacion baja y por el contrario las regiones con alta tasa de recombinacion y alta densidad
de genes tienden a poseer poca distorsion. Concluyeron en que la posible causa de esto es la
expresion de una carga genética conservada, la cual tiende a acumularse en regiones de baja
recombinacion a través de alelos letales recesivos. En el presente trabajo se observaron cinco
regiones en los cromosomas 1, 3, 5y 6 (dos regiones) en las cuales los marcadores presentaron
una segregacion alejada de la esperada. En el cromosoma 1, en la region 1.00-1.03 los SSR
presentaron una segregacioén con mayor proporcion de individuos que amplificaron el alelo de la
linea LP179. En las regiones 3.05-3.06, 5.04-5.06, 6.01-6.02 y 6.03-6.04 se observd una mayor
proporcion de individuos que amplificaron el alelo de la linea L5605. La regién 5.04-5.06
identificada coincide con una region detectada por Zhang et al (2006), en la cual se encuentran
genes gametofiticos indicando que posiblemente la causa sea la presencia de estos.

Los marcadores que presentaron distorsion en la segregacion en el presente trabajo no
fueron incluidos para la construccion del mapa de ligamiento, sin embargo algunos autores
sugieren que estos no afectan la frecuencia de recombinacion ni la precisién durante el mapeo
de QTLs. Lorieux et al (1995) y Zhang et al (2006) indicaron que las estimaciones de las
frecuencias de recombinacion no son afectadas si la distorsion en la segregacion es debido a un
solo locus en una region de distorsion o a un solo factor gametofitico, pero si es causada en una
region compuesta por mas de un factor gametofitico, las estimaciones de las frecuencias de
recombinacion comienzan a ser sesgadas. Por lo tanto el empleo de regiones de distorsion de la
segregacion para estimar las distancias en un mapa de ligamiento depende del numero de
factores genéticos que la causan. Xu (2008) report6 que la presencia de marcadores
distorsionados puede afectar el poder de deteccién de QTLs con efectos de dominancia pero no
siempre puede afectar la precisién del mapeo de QTLs con efectos aditivos y observd que cuanto

mas denso sea el mapa de ligamiento construido es minima la perdida de precision de mapeo.
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La cobertura genémica alcanzada en el presente trabajo es menos amplia en comparacion
con la obtenida por otros grupos de investigacion (Yan et al., 2003b; Tang et al., 2007; Ku et al.,
2010; Ku et al., 2011; Zhu et al., 2013). Esto es debido a que estos autores emplearon una mayor
cantidad de marcadores para la construccién de los mapas de ligamiento, por lo tanto pudieron
cubrir una mayor cantidad de bins con respecto al presente trabajo. Ademas, en los trabajos
citados anteriormente, con excepcién del trabajo efectuado por Yan et al (2003b), el hecho de
haber empleado un mayor numero de SSR dio como resultado una menor distancia promedio
entre los mismos. En otros trabajos la cobertura genémica alcanzada fue similar a la obtenida en
esta tesis (Li et al., 2003b; Lu et al., 2007; Guo et al., 2008; Zheng et al., 2012; Li et al., 2014;
Chen et al., 2015), debido a que el numero de SSR empleado por estos autores fue parecido, con
la excepcién de Chen et al (2015) quienes utilizaron 215 SSR para genotipar una poblacién de
144 familias F2.3 y obtuvieron una cobertura de 1153,39 cM, menor a la obtenida en nuestro
trabajo, pero con una distancia promedio entre SSR de 5,44 cM, obteniendo de esta manera una
menor cobertura gendmica pero una mayor precision a la hora de efectuar el mapeo de QTLs
dado que los intervalos entre SSR adyacentes fueron menores.

En cuanto a la cobertura fisica alcanzada en cada cromosoma, como puede observarse en
la Tabla 28, en base a las coordenadas en las que estan localizados el primer y ultimo SSR en
cada cromosoma, en todos existen regiones en los extremos de los mismos por cubrir. Al sumar
la cobertura fisica alcanzada en cada uno de los cromosomas, en total se mapearon 1800 Mpb
aproximadamente. Dado que el genoma de maiz posee un tamafo de 2800 Mpb
aproximadamente (Alexandrov et al., 2009), se logré una cobertura fisica cercana al 65%.

Segun Gardiner et al (1993) cada bin posee un tamaro de 20,0 cM y dado que el genoma
de maiz esta dividido en 100 bins, se espera que su tamafio aproximado sea de 2000,0 cM
aproximadamente. Si la longitud fisica aproximada del genoma es de 2800 Mpb, la relacién
promedio entre la distancia genética y fisica seria aproximadamente de 0,7 cM.Mpb™'. En el
presente trabajo se observo una relacion similar, dado que se obtuvo una cobertura genética de
1319,9 cM y una cobertura fisica de 1800 Mpb. Pan et al (2016) obtuvieron valore similares,
comprendidos entre 0,81 cM.Mpb™" y 1,32 cM.Mpb™" con un promedio de 0,91 cM.Mpb™, en 12
poblaciones segregantes evaluadas con marcadores SNP. Pero esta relacion no es uniforme
debido a que la recombinacion ocurre mas frecuentemente en algunas regiones (hot spots) que
en otras (cold spots). Fengler et al (2007) y Pan et al (2016) observaron que en las regiones cerca
de los centromeros la recombinacion era menor con respecto a las regiones subteloméricas y que

la frecuencia de recombinacién estaba correlacionada con la densidad de genes. En el presente
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trabajo de tesis se observaron tres regiones que podrian corresponder a hot spots debido a que
la relacion entre la distancia genética obtenida y la distancia fisica fue mayor a la relacién
promedio y 11 regiones que podrian corresponder a cold spots dado que esta relacion fue menor
que la promedio (Tabla 29).

Rodgers-Melnick et al (2015) identificaron en algunas familias de maiz una regidn
pericentromérica en el cromosoma 5, en las coordenadas 177,0-194,0 Mpb en la cual no existia
crossing-over, es decir una region carente de recombinacion. En nuestro trabajo, la region
mencionada por estos autores esta comprendida entre los SSR bnlg1700y bnlg278y la distancia
fisica entre los mismo es de 165,5 Mpb pero la distancia genética es de 26,6 cM (Tabla 29). Por
lo tanto, la baja relacién entre la distancia genética y la distancia fisica entre estos SSR podria
ser ocasionada por la presencia de la region mencionada por estos autores. Por otra parte, Pan
et al (2016) identificaron una region en el cromosoma 10, en las coordenadas 147,0-148,9 Mpb,
que mostraba una alta frecuencia de recombinaciéon. En nuestro trabajo, esa regién esta
comprendida entre los SSR bnig1839y bnlg1185. La distancia genética obtenida entre estos fue
de 15,7 cM y la distancia fisica es de 3,3 Mpb, existiendo una alta relacion, la cual podria
explicarse por la presencia de una region de alta recombinacién en ese intervalo.

Algunos pares de marcadores presentaron un orden invertido de acuerdo con la
localizacién fisica (Tabla 28). Las causas posibles de este orden invertido pueden ser errores
durante el genotipado, el tamaro de la poblacion y la segregacién de los marcadores. Si el nUmero
de RILs evaluadas no es muy elevado no permite definir correctamente las posiciones y el orden
de determinados pares de marcadores cuando la distancia fisica entre los mismos es pequeia,
como en el caso de los SSR que presentaron un orden invertido en el presente trabajo. Ademas,
si algun marcador muestra una segregacion levemente alejada de la frecuencia esperada, esto
podria ocasionar una imprecision en el orden del mismo.

En el contexto actual en el que la mayoria de los trabajos sobre mapeo de QTLs se realizan
empleando una elevada cantidad de marcadores moleculares, mediante el empleo de
marcadores SNP, los cuales son muy abundantes y permiten obtener una gran cobertura fisica y
genética, el numero de SSR utilizado en el presente trabajo es limitado. Un bajo numero de
marcadores no permite obtener una cobertura amplia, como queda reflejado en el presente
trabajo en el cual no se cubrieron todos los bins cromosomicos y, por lo tanto le resta poder de
deteccion al método de mapeo. Ademas, los intervalos entre marcadores adyacentes son

extensos y esto le resta precision al método de mapeo. Por lo tanto, el presente trabajo deberia
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considerarse como un mapeo preliminar, para luego agregar mas marcadores en las regiones en

las que se detectaron QTLs, con el propdsito de aumentar la precision del método.

4.2. EVALUACION FENOTIPICA DE LA POBLACION DE RILs

Los valores medios obtenidos para la poblaciéon de RILs y sus lineas parentales durante los
ensayos de evaluacion fenotipica son similares a los obtenidos por otros grupos de trabajos.
D’Andrea et al (2006, 2013) evaluaron un grupo de 12 lineas endocriadas en dos ambientes con
baja y alta disponibilidad de nitrégeno. Con una densidad de siembra de 7 plantas.m obtuvieron
valores de IAF comprendidos entre 2,4 y 4,3, en condiciones de alta disponibilidad de nitrégeno.
En el presente trabajo, aunque se empleé una densidad de siembra mayor (9 plantas.m?) se
obtuvieron valores similares, tanto para la poblacién de RILs como para las lineas parentales.

En cuanto a la intercepcion de la radiacién fotosintéticamente activa incidente, D"Andrea et
al (2006, 2013) registraron valores en un rango comprendido entre 0,59 y 0,90. En el presente
trabajo el valor medio de fRFAI de las RILs en el Exp1 (Tabla 7) fue inferior a los informados por
estos autores debido a un bajo crecimiento de las mismas (Andrade et al., 1996; Carcova et al.,
2003) y en los dos ensayos siguientes los valores medios fueron mayores (Tablas 8 y 9) y
similares a los citados anteriormente. Los valores reportados en esta tesis, al igual que los
informados por D’Andrea et al (2006, 2013) muestran que en ningun caso las lineas evaluadas
alcanzaron el IAF critico, es decir cuando interceptan al menos el 95% de la radiacion incidente,
aun en condiciones controladas de riego como en los trabajos de D'Andrea et al (2006, 2013),
aunque la densidad de siembra empleada por estos fue menor a la del presente trabajo.

Los valores medios de RGP obtenidos para la poblacion de RILs y sus lineas parentales
fueron similares a los informados por D’Andrea et al (2006, 2013, 2016), aunque estos autores
obtuvieron valores maximos superiores, posiblemente debido a que las condiciones hidricas en
sus experimentos fueron controladas. Esto también se refleja en el NGP reportado por estos
autores. En 2016 obtuvieron un valor maximo de 558 granos.pl™, en 2006 un valor maximo de
568 granos.pl” y en 2013, 388 granos.pl”, mayores a los de esta tesis. En cuanto al PG, los
valores obtenidos por D"Andrea et al (2006, 2013, 2016) estuvieron comprendidos entre 175,0 y
324,0 mg.grano™ en 2006, entre 158,0 y 232,0 mg.grano™ en 2013y 102,0 a 296,0 mg.grano™ en
2016. En el presente trabajo, los valores de PG obtenidos estuvieron dentro de un rango similar
(Tablas 7, 8,9y 10).
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En el Exp1 la PHV tuvo un valor promedio mayor en la poblaciéon de RILs a los valores
promedios obtenidos en los dos ensayos posteriores y cuanto mayor fueron los valores promedios
de RGP y NGP menores fueron los valores promedios de PHV (Tablas 7, 8 y 9). Esto estaria
indicando que el progreso de la senescencia en el periodo de postfloracion esta controlado por la
relacién fuente-destino. Cuanto mayor es la demanda de asimilados por parte de los destinos
(granos en crecimiento), mayor es la tasa de senescencia foliar y por lo tanto la duracién del area
foliar verde sera menor. Borras et al (2003) estudiaron el progreso de la senescencia en el periodo
de postfloracién en hibridos y observaron que cuando restringian el nimero de granos fijados la
tasa de senescencia en postfloracion disminuia debido a una menor demanda de nitrégeno por
parte de los granos. En el presente trabajo, en el Exp1 al existir un numero menor de granos
fijados con respecto a los dos ensayos posteriores, la demanda de asimilados por parte de los
destinos fue menor y por lo tanto la senescencia progresé a una tasa mas lenta en el periodo de
postfloracion dando como resultado un valor promedio alto de PHV. Un factor importante a tener
en cuenta en el analisis de este caracter, es la unidad en la que se evalud. Al expresar la PHV en
el periodo de postfloracion en “dias”, las temperaturas medias durante el periodo de llenado de
granos pudieron haber afectado la precision en la medicion de este dato. En el Exp1 los valores
de temperatura media durante el periodo de postfloracion fueron inferiores con respecto a los dos
ensayos posteriores. Esta menor temperatura pudo haber prolongado el periodo de llenado de
granos y por lo tanto la PHV. Por lo tanto, hubiese sido mas apropiado expresar este caracter en
“grados dias” como unidad, porque de esta manera se anula el efecto de la variacion de la
temperatura media entre experimentos.

El comportamiento diferencial de las lineas parentales en cuanto a los valores medios
arrojados para los rasgos asociados con la captura de luz, excepto en el Exp1, en el cual las
condiciones ambientales fueron adversas y las lineas no mostraron un buen crecimiento
vegetativo y no se diferenciaron significativamente para estos caracteres (Andrade et al., 1996;
Carcova et al., 2003), sugiere que estas fueron utiles para la construccion de una poblacion con
el objetivo de efectuar un mapeo genético orientado a identificar regiones gendémicas asociadas
con estos caracteres. No obstante, se observd segregacion transgresiva en estos rasgos hacia
ambos extremos de la distribucion fenotipica, indicando que las mismas no son totalmente
contrastantes.

Para los caracteres asociados con la senescencia en postfloracion se observd una
respuesta casi contrastante, siendo la linea LP179 la que presentd una mayor persistencia foliar

verde en dicho periodo y por ende una menor tasa de senescencia. El hecho de que los parentales
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muestren una respuesta contrastante para estos caracteres las hace o6ptimas para realizar
estudios de mapeo, porque la linea LP179 siempre deberia aportar los alelos que aumenten los
valores medios de la persistencia foliar verde en postfloracion y L5605 los alelos que disminuyan
los valores medios.

En el presente trabajo, el método utilizado para analizar las segregaciones transgresivas
fue el propuesto por Wolyn et al (2004) el cual tiene en cuenta el error estandar. Li et al (2013)
definieron el fendbmeno de segregacion transgresiva cuando al menos el 10% de las RILs
muestran valores que se encuentran por fuera del rango comprendido por las lineas parentales.
Si en el presente trabajo se hubiese aplicado el criterio mencionado por estos autores se hubieran
obtenido resultados similares (Figuras 2, 3y 4).

Una de las posibles causas de que exista segregacion transgresiva es la presencia de
alelos que suman y restan para los valores medios de los caracteres en ambas lineas parentales
y, como resultado de la segregacion de estos, en la descendencia surgen variantes que poseen
mayor numero de alelos que suman en algunas lineas recombinantes y que restan en otras,
dando como resultado genotipos superiores e inferiores a sus parentales (Rieseberg et al., 1999).
Ademas, dado que la frecuencia de recombinantes aumenta a medida que se incrementa el
numero de rondas de recombinacion, el método SSD utilizado para la construccion de la
poblacion de RILs, es un método que permite generar una alta proporcién de genotipos
transgresivos (Kuczynska et al., 2007).

Entre las causas de una baja h? en un caracter pueden mencionarse, la fuerte respuesta
del mismo a las condiciones ambientales y errores durante el muestreo y la toma de datos. La
primera de estas causas va a generar una elevada o2, mientras que errores en el fenotipado
pueden dar como resultado una alta o%. El menor valor de h? obtenido para el caracter ASI (0,54)
posiblemente se debe a el método empleado para evaluar el mismo, dado que al expresarlo en
“‘dias” como unidades, no se tiene en cuenta la variacion de la temperatura entre los
experimentos. En este caso hubiese sido mas adecuado expresarlo en “grados dias” y de esta
manera se hubiesen corregido las variaciones de temperatura entre experimentos. Posiblemente
esta haya sido la causa de la mayor 0% con respecto a la 0% para este rasgo (Tabla 19). En el
caso de EA y ES, las heredabilidades fueron mayores con respecto a ASI posiblemente porque
estos rasgo presentaron una menor respuesta al ambiente, dado que la relacion entre la o2Ay la
o2axe fue mayor para estos que para la asincronia floral. Ademas de ASI, los dos caracteres que
presentaron menor h? fueron RGP (0,53) y NGP (0,54). Estos dos caracteres suelen estar sujetos

a variaciones en las condiciones ambientales, como se ve reflejado en los valores de la 0%, las
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cuales fueron mayores que la 0s. Ademas, la 0% también fue mayor que la 024 indicando que
posiblemente el fenotipado de estos no fue muy preciso. Los mayores valores de h? obtenidos
para ANG (0,87) y NHT (0,86), indica que estos caracteres, los cuales no dependen del
crecimiento, suelen presentar una baja respuesta al ambiente, como se vio reflejado en los
valores bajos de 0% proporcionalmente con respecto a la g%a. En el caso de AP, IAF, LMH y
AMH, la oA fue muy baja en comparacion con la 24, por lo tanto la respuesta al ambiente de
estos atributos también fue baja, pero la 0% fue mayor proporcionalmente con respecto a NHT y
ANG vy por eso tuvieron valores levemente menores de h2. El hecho de haber evaluado la
poblacion de RILs en tres ambientes también explica los valores altos de h? obtenidos, dado que
para su estimacion la 0% es igual a la 6% + 0%a/a + 02%¢/ar, donde “a” es la media armonica del
numero de ambientes en los que se evaluaron los genotipos y “ar’ la media armdnica del nimero
de repeticiones. Por lo tanto cuanto mayor sea el numero de ambientes de evaluacién menor sera
el denominador de la relacion y ademas se obtendra un mejor ajuste del error experimental. El
empleo de medias armodnicas se justifica por el hecho de que no todos los genotipos fueron
evaluados en todos los ambientes y debido a que en el Exp2 se evalud una unica repeticion. El
hecho de haber evaluado una sola repeticiéon en el Exp2 hace que el dato fenotipico obtenido
para cada RIL sea menos preciso en comparacion con los datos de los ensayos restantes, porque
al evaluar una sola repeticion no se puede ajustar el error experimental. Este es un factor a tener
en cuenta a la hora de efectuar el mapeo de QTLs dado que la precision del método de mapeo
es muy dependiente de la calidad del dato fenotipico empleado.

Sari-Gorla et al (1999) obtuvieron valores de h? para EA (0,68), ES (0,58), ASI (0,40) y AP
(0,69) levemente menores a los estimados en el presente trabajo, pero evaluaron una poblacion
de 142 RILs en un solo ambiente con dos réplicas. Mickelson et al (2002) obtuvieron un valor de
h2para ANG de 0,71, menor al obtenido en esta tesis, en una poblacién de 180 RILs evaluada en
tres ambientes con dos réplicas. Tang et al (2007) utilizando 294 RILs Fg evaluadas en tres
ambientes con tres réplicas obtuvieron valores mayores de h? para AP (0,92), NHT (0,94) y LE
(0,92). Cai et al (2012) utilizando 218 RILs Fg evaluadas en dos ambientes obtuvieron valores de
h? para RGP (0,36), AFM (0,49), LH (0,39), AH (0,56) inferiores a los determinados en el presente
trabajo, pero para los caracteres ES (0,93) y ASI (0,88) registraron valores mayores. Zheng and
Liu (2013a, 2013b) mediante el empleo de 239 RILs Fy evaluadas en un ambiente con seis
réplicas obtuvieron valores de 0,98 para AP, 0,98 para NHT, 0,97 para LH de la espiga y 0,96
para AH de la espiga. Guo et al (2015) y Cui et al (2017) registraron valores de h? asociados al
AH (0,75y0,82) y al AFM (0,87) similares a los obtenidos en el presente trabajo. Zhou et al (2016)
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estimaron la h? asociada a la AP en una poblacion de RIL F11 evaluada en tres ambientes con
tres réplicas y obtuvieron valores altos (0,93, 0,99 y 0,92), en cada uno de los ambientes. Por su
parte, Li et al (2015) y Ku et al (2016) estimaron la h? asociada a ANG, LH y AH y obtuvieron
valores menores (0,68 y 0,76 para ANG, 0,75 y 0,71 para LH y 0,63 y 0,72 para AH) a los
registrados en el presente trabajo.

Las correlaciones genotipicas son importantes para determinar el grado de asociacion
entre dos caracteres y son utiles si la seleccion indirecta da una mayor respuesta que la seleccion
directa para un determinado caracter. Usualmente, el rendimiento es el rasgo primario de interés,
pero debido a que este suele poseer valores bajos de heredabilidad, determinados caracteres de
interés, u otros caracteres primarios suelen ser considerados en los programas de mejoramiento
si la correlacion de estos con el rendimiento es alta. La seleccion indirecta es la seleccion de un
caracter primario con el proposito de obtener una respuesta positiva en otro caracter primario de
interés. Una correlacidén genotipica alta entre los dos rasgos y una heredabilidad alta del caracter
a seleccionar podrian proveer una ganancia genética del rasgo de interés en menos tiempo, si la
respuesta correlacionada es mayor a la respuesta por seleccion directa del caracter primario de
mayor importancia (Falconer and Mackay, 1996). Un caracter secundario difiere de uno primario
en que los valores medios del primero no se intentan modificar y su importancia radica en agregar
informacion a los méritos genéticos o al genotipo agregado (Baker, 1986). En cuanto a las causas
de una correlacién genotipica alta entre dos rasgos, la pleiotropia, es decir la presencia de genes
que tienen efecto sobre mas de un caracter y el ligamiento genético, son las causas principales
de una correlacién significativa. Esto ultimo hace referencia a la presencia de genes, cada uno
de los cuales tiene efecto sobre un caracter, pero que se encuentran cercanos fisicamente y por
lo tanto son heredados de manera conjunta durante la segregacién (Hallauer et al., 2010).

Teniendo en cuenta los resultados arrojados por las correlaciones fenotipicas, se observé
que los genotipos que generaron una mayor tamafo del area foliar desplegado, los cuales
alcanzaron mayores valores de IAF, debido a hojas de mayor area (LMH y AMH), con mayor
numero de hojas totales y mayor altura de planta, lograron interceptar un mayor porcentaje de la
radiacion incidente. La mayor intercepcion de la radiacion les permitié producir mas fotosintatos
destinados al crecimiento de las estructuras reproductivas durante el periodo critico,
posiblemente debido a una mayor tasa de crecimiento de las plantas. A su vez, esto favorecio el
crecimiento de los estigmas disminuyendo la asincronia floral y favoreciendo una elevada
polinizacion (Bolafios and Edmeades, 1996; Ribaut et al., 1997; Li et al., 2003b). Ademas, la

probable mayor tasa de crecimiento de las plantas permitié fijar un mayor nimero de granos,
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dando como resultado valores mayores de biomasa en madurez fisiologica y consecuentemente
un mayor rendimiento. Estas observaciones coinciden con las informadas por otros grupos de
investigacion (Andrade et al., 1996; Tollenaar and Lee, 2006; Carcova et al., 2003; Luque et al.,
2006). Una estrategia que surge a partir de los resultados obtenidos de las correlaciones es que
para aumentar la produccion de biomasa y con ello el rendimiento, seria factible aumentar el IAF,
debido a la alta correlacion genotipica entre estos, mediante un aumento de los atributos que lo
determinan (LMH y AMH), los cuales también presentaron una correlacion genotipica alta con
BIO. Sin embargo, es importante tener en cuenta que al aumentar la LMH podria disminuir el IC
(Tabla 20) y por lo tanto podria aumentar la BIO a través del IAF pero a la vez, disminuir el IC,
sin generar un mayor rendimiento. En tal caso, seria mas apropiado tratar de aumentar el IAF a
partir del AMH, dado que no tiene un efecto negativo sobre el IC (Tabla 20) y de los dos
componentes del IAF es el que mayor correlacion presenté con el RGP. A su vez, también seria
importante aumentar la produccion de biomasa a través de un aumento en la persistencia foliar
en postfloracién, dado que tuvo una correlacién genotipica no muy alta con BIO pero mayor con
el IC (Tabla 20). Por lo tanto, se podrian aumentar ambos componentes del rendimiento
(crecimiento y particién). Esto coincide con lo sugerido por Hammer et al (2009) quienes afirmaron
que los cambios en la arquitectura del canopeo tuvieron poco efecto directo sobre la acumulacion
final de biomasa, pero efectos indirectos importantes debido a la persistencia del area foliar y la
mayor particion de carbohidratos a la espiga. De acuerdo a los resultados del analisis de sendero,
el caracter mas importante en la generacién del rendimiento fue el IAF, porque tuvo el mayor
efecto directo y todos los caracteres arquitecturales (excepto ANG) presentaron un efecto
indirecto a través de este. El AMH fue el componente de IAF que presenté el mayor efecto directo
y un efecto indirecto a través de este. Por lo tanto esto afirma lo antes mencionado en cuanto a
que el AMH es el caracter mas factible para mejorar el IAF, el cual presenté un leve efecto
indirecto negativo a través del NHT, por lo tanto no seria conveniente aumentar el IAF a partir de
un aumento en NHT. Un aumento en la cantidad de hojas genera una disminucion en la LE y esto
tiene un efecto negativo sobre la penetracion de la luz, afectando la fotosintesis de las hojas de
los estratos medios e inferiores y por lo tanto la eficiencia en la utilizacion de la energia solar por
parte de la planta completa (Ku et al., 2015). De acuerdo al analisis de sendero empleando los
rasgos que presentaron una correlacion fenotipica con el RGP (Tabla 24), LE presento6 un efecto
directo positivo sobre este rasgo y un efecto indirecto negativo a través de AP. Esto sugiere que
no es conveniente aumentar la LE a través de un aumento en la AP, algo que seria muy dificil de

lograr dada la elevada correlacion genotipica entre ambos. Ademas, IAF, LMH y AMH también
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presentaron efectos indirectos via LE. De acuerdo a estos resultados, este atributo seria
importante para tener en cuenta a la hora de mejorar el RGP, sin embargo, no presentd una
correlacion genotipica con BIO ni con RGP. Solamente mostrd una leve correlacion genotipica
con PG (Tabla 20), la cual podria explicarse porque al aumentar la longitud de los entrenudos
consecutivos que rodean a la espiga mejora la diferenciacion de esta estructura reproductiva
dando como resultado espigas de mayor tamafio con un mayor peso de los granos (Cao et al.,
2006). La presencia de dos regiones genomicas asociadas LE y PG en la misma posicion (Tabla
30) estaria indicando que existe una asociacion entre los mismos.

Es posible obtener una mayor ganancia por seleccion indirecta cuando la heredabilidad del
caracter a seleccionar es mayor que la del caracter primario de interés y si la correlacion
genotipica entre ambos es de gran magnitud (Falconer, 1987). En nuestro trabajo, la prediccién
de la ganancia por seleccion indirecta en rendimiento resulté menor que la ganancia por seleccion
directa porque las correlaciones que presentd este atributo con los restantes no fueron de gran
magnitud (excepto NGP e IC) y la heredabilidad estimada para el mismo no fue baja (mayor a
0,5). La eficiencia de la seleccién indirecta suele ser superior cuando se combina una alta
heredabilidad del caracter a seleccionar con una baja heredabilidad del rendimiento (caracter de
mayor importancia), algo que usualmente ocurre en condiciones de estrés (Zimoyo and Bernardo,
2013). Por lo tanto, en el presente trabajo, no es conveniente emplear los atributos asociados a
la arquitectura de canopeo, a floracién y a senescencia, como caracteres primarios en un
esquema de seleccion indirecta y deberia evaluarse su posible utilidad como caracteres
secundarios incorporados en un indice de seleccion, aspecto que esta siendo considerado por
fuera de los objetivos de esta tesis. Ademas, en dicho indice podria incorporarse la informacion
obtenida a partir de los marcadores moleculares y combinarla con los datos fenotipicos, dado que
la variancia explicada para cada caracter por los QTLs fue escasa y la combinacién con los datos
fenotipicos podria evitar la pérdida de informacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el analisis de mapeo de caracteres
multiples, es posible que existan QTLs pleiotrépicos con efecto sobre los rasgos asociados con
la arquitectura de canopeo (Figura 13). Estos QTLs podrian emplearse para modificar estos
atributos, con el propdsito de mejorar la eficiencia de intercepcion de la radiacion. En el caso del
QTL-1a (Figura 14) deberia seleccionarse la alternativa alélica, dado que LP179 aportd los alelos
negativos. Sin embargo, el efecto aditivo para el caracter ANG deberia ser opuesto, porque en
condiciones de alta densidad de siembra, si se intenta obtener un IAF elevado, el angulo vertical

de insercion foliar deberia ser erectdfilo, principalmente en las hojas por encima de la espiga,
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para permitir una mejor distribucién de la luz a través de todos los estratos foliares. Por lo tanto,
este QTL no seria util para mejorar estos rasgos, al menos en condiciones de alta densidad de
siembra, pero tal vez si en condiciones de menor densidad. En cambio, el QTL-2c, si bien no
posee efectos consistentes en todos los ambientes, podria emplearse para mejorar estos
caracteres en altas densidades, dado que permitiria aumentar los valores de todos los atributos,
excepto el ANG. Sin embargo, deberia considerarse la factibilidad de emplear QTLs
inconsistentes, porque este efecto obstaculiza la transferibilidad de los resultados (Bernardo,
2008). Ademas, se identificaron regiones gendmicas que podrian emplearse para generar un
aumento en la produccion de BIO e IC vy, por lo tanto del rendimiento, a partir de un aumento en
el IAF y sus atributos componentes. El QTL-1b y el QTL-2d (Figura 13) podrian emplearse para
aumentar los valores medios de LMH, AMH, IAF, BIO, IC y RGP, aunque sus efectos no fueron
consistentes en todos los ambientes evaluados, mientras que en el caso del QTL-4b, deberia
emplearse la alternativa alélica para aumentar la LMH, AMH, IAF, BIO y RGP, pero a la vez se
estaria aumentando el periodo ES y disminuiria el IC. Debido a la correlacion negativa existente
entre ES con BIO, RGP e IC (Tabla 20), no es conveniente prolongar el periodo a floracién
femenina.

La leve correlacion fenotipica de PG con PHV, sugiere que una mayor persistencia foliar
verde fotosintéticamente activa en el periodo de llenado de granos permite una mayor produccién
de fotoasimilados para el llenado de los mismos (Cirilo and Andrade, 1996; Borras and Otegui,
2001). Por lo tanto, una mayor persistencia foliar verde tuvo un efecto sobre el rendimiento final,
pero a través de un incremento en el peso del grano, el cual esta correlacionado positivamente
con este. Esta correlacion también ha sido informada por Zheng et al (2009), quienes observaron
ademas una correlacion positiva de la persistencia foliar con el RGP. Chen et al (2013) y Kante
et al (2016) también observaron una correlacion significativa entre el caracter stay green con RGP
y PG, respectivamente. Los QTLs asociados a PG detectados en los bins 4.03 y 4.08 coinciden
con los informados por Mandolino et al (2016). El QTL identificado en el bin 4.05 por estos autores
se encuentra ligado al marcador phi026, al igual que el detectado en el presente trabajo en el bin
4.03.

La aparente contradiccion de las correlaciones positivas observadas de las tasas de
senescencia (TSP1 y TSP2, segun se expresen como numero de hojas senescidas o area
senescente, respectivamente), con la eficiencia de captura de radiacion (fRFAInax) y con la BIO e
incluso con el RGP y sus componentes —-NGP y PG- se explica a través de su correlacion positiva,

altamente significativa (Tabla 15, 16 y 17) con el tamafio del area foliar desplegado (IAF). Si bien
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el area foliar senescida (en h.dia”' o cm2.dia) fue mayor en los genotipos mas foliosos, estos
habrian conservado al mismo tiempo una mayor cantidad de area foliar verde remanente que
habria explicado las correlaciones positivas mencionadas anteriormente.

La correlaciéon positiva observada de AP con LE y NHT también fue informada por otros
grupos de investigacion (Allen et al., 1973; Alves Lima et al., 2006; Tang et al., 2007; Nikolic et
al., 2011; Zheng and Liu 2013a; Zhu et al., 2013). Los QTLs asociados a LE y AP localizados en
la misma posicion mediante el método de mapeo a través de un modelo lineal mixto (Tabla 30),
y los QTLs identificados mediante el método MT-MIM (Figura 13), sugiere que la correlacion
genotipica elevada entre estos atributos podria ser explicada por la presencia de regiones
genomicas en comun. Estas ultimas dos regiones mencionadas también podrian explicar la
correlacion entre AP y NHT. Esto coincide con lo informado por Zhou et al (2016), quienes
identificaron un QTL pleiotropico asociado a la altura de planta y el numero de entrenudos (que
posee una elevada correlacion con el numero de hojas) en el cromosoma 1. Ku et al (2010)
determinaron una correlacion positiva entre AP y LH, la cual fue observada también en el presente
trabajo. Ademas se observd una correlacidn genotipica entre estos dos rasgos, lo cual sugiere
que existe una asociacion entre los mismos. La cercania entre los QTLs AP71-4 y LMH1-4,
identificados mediante el método CIM (Tabla 29), y la presencia de dos QTLs detectados
mediante el método MT-MIM, con efecto sobre ambos rasgos, podria explicar la correlacion
genotipica entre estos (Tabla 20). Las localizaciones de algunos QTLs asociados con AP
coinciden con las informadas por varios grupos de investigacion (Tang et al., 2007; Zhang et al.,
2007; Guo et al., 2008; Ku et al., 2010; Nikolic et al., 2011). Las regiones gendmicas asociadas a
la LE en los bins 3.05-3.06 y 7.04 coinciden con las informadas por Tang et al (2007), quienes
detectaron una region en el bin 3.05, mientras que Zhu et al (2013) identificaron una regién en el
bin 3.06. Estos autores ademas encontraron una interaccion epistatica importante que controlaba
la variacién del caracter y observaron muchos QTLs que presentaban interaccion con el ambiente,
aunque la contribucion relativa de esta interaccion era baja. Por su parte, Chen et al (2015)
identificaron una region asociada a la longitud de los entrenudos por encima de la espiga en el
bin 7.04, al igual que en el presente trabajo.

Li et al (2015) detectaron una correlacion positiva entre EA y NHT, la cual fue observada
en nuestro trabajo, indicando que los genotipos que logran diferenciar mas primordios de hojas
durante la fase vegetativa luego retrasan su floracion con respecto a los que desarrollan un menor
numero de hojas. Debido al mayor numero de hojas de los genotipos menos precoces, se observo

una correlacion elevada de EA con el IAF, tanto fenotipica como genotipicamente. La presencia
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de QTLs en posiciones cercanas (posible ligamiento entre QTLs), detectados para EA y NHT
mediante los métodos CIM y CIM a través de un modelo lineal mixto (Tabla 29 y 30), podria
explicar la correlacidon genotipica entre estos caracteres. Esto coincide con lo informado por Li et
al (2015), quienes identificaron QTLs con efecto pleiotrépico sobre EA y NHT, sugiriendo que
ambos caracteres poseen un control genético moderadamente comun.

McKee et al (1974), Alves Lima et al (2006), Guo et al (2008) y Nikolic et al (2011)
observaron una correlacion positiva entre AP y RGP. En nuestro trabajo se observo una leve
correlacion fenotipica entre estos rasgos con el dato promedio a través de ambientes. La causa
mas probable de esta asociacién es el efecto que posee la AP sobre la produccion de biomasa,
un caracter altamente correlacionado con el RGP. Los genotipos de mayor altura generaron una
mayor BIO vy, la correlacion inconsistente entre AP con RGP con respecto a la asociacion con
BIO se debe a la variacion de los genotipos entre experimentos en cuanto a su capacidad para
destinar asimilados para la produccion de granos. La deteccion de QTLs asociados a AP y BIO
en la misma posicion, mediante los dos primero métodos de mapeo empleados sugiere que
posiblemente se trate de un QTL que posee efecto sobre la altura de planta, la cual genera una
mayor produccion de biomasa en madurez fisioldgica.

Nikolic et al (2011) observaron una correlacion positiva del RGP con AH. En el presente
trabajo, RGP presentd una correlacion positiva con AMH, posiblemente debido a que este rasgo
es un componente del IAF, el cual esta altamente correlacionado con BIO, al igual que la LMH.
Algunas regiones gendmicas asociadas a LMH en este trabajo colocalizaron con regiones
informadas por otros autores (Cai et al., 2012; Ku et al., 2012). Reymond et al (2004) afirmaron
que la longitud de la hoja posee las caracteristicas de un caracter adaptativo, presentando una
elevada interaccion GxE y siendo inestables los QTLs que lo controlan y, que el efecto de estos
factores se incrementaba cuando las condiciones ambientales diferian entre experimentos. En el
presente trabajo se identificaron cinco QTLs para este caracter mediante el método MT-MIM, de
los cuales tres mostraron expresién en los tres ambientes. Los dos QTLs restantes y los
identificados mediante el método CIM fueron inconsistentes en su expresion. Por lo tanto se
podria afirmar lo dicho por estos autores acerca de la inestabilidad en la expresién de los QTLs
asociados a este atributo.

Dos regiones asociadas al AMH en los bins 1.10 y 1.11 fueron informadas por otros grupos
de trabajo (Nikolic et al., 2011; Zheng and Liu., 2013b). Ademas, Guo et al (2015) identificaron
QTLs para ancho de la hoja en el cromosoma 1 en cuatro posiciones diferentes, de las cuales

tres se superponen con intervalos detectados en el presente trabajo. Seria conveniente adicionar
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mas marcadores en dicha regién para poder tener una mejor resolucién. Estos autores ademas
observaron que este caracter esta controlado por QTLs estables a través de ambientes en
conjunto con QTLs de efecto menor. Esto coincide con lo obtenido en nuestro trabajo, dado que
tres de los cuatro QTLs detectados mediante MT-MIM mostraron expresion en mas de un
ambiente (Figura 13).

Las localizaciones de los QTLs asociados al IAF, en los bins 2.02, 2.03 y 4.05 fueron
reportados previamente (Wang et al., 2012b; Cai et al., 2012; Zheng and Liu 2013b; Cui et al.,
2017), aunque en dichos trabajos no evaluaron precisamente el IAF sino el area foliar total por
planta. Los ultimos autores citados detectaron varios QTLs que presentaban interaccién con el
ambiente y muchos efectos epistaticos, indicando que los mecanismos genéticos que controlan
el area foliar son parcialmente influenciados por el ambiente y que las interacciones epistaticas
son importantes en la herencia de este caracter. En nuestro trabajo esto no fue observado, dado
que los QTLs detectados mediante MT-MIM se expresaron en los tres ambientes y la region
identificada mediante el método de mapeo siguiendo un modelo lineal mixto no presentd
interaccion QTL x E.

La correlacion fenotipica negativa de ASI con EA y positiva con ES fue determinada
también por Sari-Gorla et al (1999), Guo et al (2008) y Zheng et al (2009). La presencia de QTLs
asociados a ES y ASI, detectados mediante CIM, en posiciones cercanas (Tabla 29), y la
deteccién de un QTL pleiotrépico asociado a EA, ES y ASI, sugiere que podrian existir factores
genéticos en comun que controlan la floracibn masculina, femenina y consecuentemente la
asincronia floral, la cual esta determinada genéticamente, pero ademas es altamente influenciada
por las condiciones ambientales. En un ambiente bajo un estrés hidrico (Exp1), en el cual la tasa
de crecimiento de las plantas durante el periodo critico fue muy baja, el crecimiento y la
emergencia de los estigmas pudo haberse visto severamente afectado. Ademas, la competencia
por los asimilados entre la panoja y la espiga pudo haber tenido un mayor efecto que en un
ambiente sin estrés. Las regiones gendmicas detectadas, asociadas al ASI, coinciden
parcialmente con las informadas por diferentes grupos de investigacion (Ribaut et al., 2007;
Szalma et al., 2007; Guo et al., 2008; Hao et al., 2008; Wu et al., 2008; Liu et al., 2010; Cai et al.,
2012) quienes identificaron QTLs asociados a este atributo en el cromosoma 4 y en el cromosoma
7, aungque no exactamente en las mismas posiciones.

La correlacion genotipica negativa observada entre ES e IC, podria explicarse a partir de
una mayor asincronia floral de los genotipos que tardaron mas dias en alcanzar la floracion

femenina. La mayor asincronia floral dio como resultado un menor NGP y por ende menor RGP,
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el cual estd altamente correlacionado con el IC. Los QTLs identificados para estos rasgos
mediante el método MT-MIM fueron inconsistentes en cuanto a su expresion a través de
ambientes y no seria apropiado emplearlos con el propdsito de efectuar seleccion asistida por
marcadores. El QTL-2b (bin 2.03) tuvo efecto sobre ES e IC en el Exp1 solamente y el QTL-4b
en el Exp3, mientras que en el caso del QTL-6 (bin 6.01), deberia seleccionarse en contra del
parental LP179, para aumentar los valores medios de BIO, IC y RGP, pero a la vez se estaria
aumentando el periodo ES. Las localizaciones de estos QTLs coinciden con las informadas por
Guo et al (2008) quienes reportaron la presencia de un QTL asociado a ES en el bin 2.03, mientras
que Zheng et al (2012) identificaron un QTL asociado a este atributo en el bin 6.01. Por su parte,
Cai et al (2012) detectaron regiones gendémicas asociadas a los dias a floracién en los bins 2.03-
2.04.

La elevada correlacion genotipica negativa observada entre ASI| y TSP2 podria ser una
consecuencia de que la asincronia floral alta da como resultado un menor nimero de granos
fijados. Por lo tanto, al existir una menor demanda de asimilados por parte de los destinos en
postfloracion la tasa de senescencia foliar disminuye. A su vez, ASI tuvo una correlacion
genotipica negativa elevada con BIO, posiblemente debido a un menor NGP fijados y menor RGP,
ambos altamente correlacionados con BIO. A su vez, ASI presentd también una correlacion
genotipica negativa con PG. Una asincronia floral extensa generalmente se debe a una tasa de
crecimiento baja durante el periodo critico, momento en el que se determina el peso potencial de
los granos (Severini et al., 2011) y esa tasa de crecimiento baja pudo haber determinado un peso
potencial bajo de los granos fijados, dado que tiene un efecto sobre la disponibilidad de asimilados
por grano durante la fase /ag al inicio del periodo de llenado (Gambin et al., 2006, 2008).

El efecto de un angulo de insercién foliar erectéfilo es mas pronunciado cuando el canopeo
ha alcanzado un indice de area foliar alto. Con bajos valores de IAF, la tasa de crecimiento es
mayor en canopeos plandfilos, debido a que en estas condiciones la capacidad de intercepcion
es mas importante que la distribucién de la luz dentro del canopeo para maximizar la eficiencia
en el uso de la radiacion, y una mayor intercepcion se traduce en un mayor crecimiento. Pero con
un indice de area foliar alto, cuando la intercepcion es casi completa, el crecimiento es mayor en
canopeos erectofilos debido a que la radiacion se distribuye mas eficientemente, resultando en
un mayor aprovechamiento de la fuente fotosintética (Hammer et al., 2009). En el presente
trabajo, la ausencia de un efecto de este caracter sobre el crecimiento (Biomasa en madurez
fisiologica) podria deberse a que este no tuvo una incidencia en la intercepcion de luz.

Posiblemente el angulo evaluado en este trabajo (formado por la lamina de la hoja con el tallo)
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no posee un efecto marcado sobre la intercepcion, como si lo tendria el valor de orientacion de
la hoja, el cual depende de la distancia de la insercién de la hoja al punto de quiebre de la misma
(Ku et al., 2010). En lineas endocriadas, en las cuales la intercepcion no llega a ser del 95%
debido a su menor crecimiento con respecto a los hibridos, posiblemente el efecto del angulo de
insercion foliar no sea importante sobre la produccion final de BIO, pero igualmente se deberia
haber obtenido una correlacion positiva de este rasgo con la intercepcién de radiacion, dado que
los genotipos mas planofilos deberian haber interceptado un mayor porcentaje de radiacion
incidente, y sin embargo esta asociacién solamente se observé con el empleo del dato fenotipico
promedio de los tres ambientes, siendo bajo el coeficiente de correlacién obtenido. Para este
caracter, mediante el método CIM se identificd un QTL en cada uno de los experimentos, en la
mima posicion (Tabla 29), los cuales podrian corresponder a un mismo QTL con expresion
estable a través de los tres ambientes. Ademas, en el Exp3 se localizé otro QTL en el cromosoma
7, en una posicién cercana a los anteriores. Por lo tanto, seria conveniente cubrir dicha region
gendmica con un mayor numero de marcadores para obtener una mejor resolucion de mapeo.
Esta region también fue detectada mediante el método de mapeo a través de un modelo lineal
mixto, por lo tanto, la estabilidad en la expresion de este QTL hace que pueda llegar a emplearse
en un programa de seleccion asistida por marcadores para modificar los valores medios del
angulo de insercion foliar. Algunas regiones genémicas detectadas para este rasgo coinciden con
las reportadas por Mickelson et al (2002), quienes identificaron QTLs asociados a este atributo
en los bins 2.02, 2.03, 5.06 y 6.01, mientras que Lu et al (2007) detectaron regiones en los bins
2.02 y 3.06. Por su parte, Ku et al (2012) identificaron QTLs asociados a este rasgo en los bins
2.02, 5.06 y 7.04. En la region 2.02 estaba comprendido el gen /g7, en un intervalo entre los
marcadores umc1165y bnlg1297. En nuestro trabajo se identificé un QTL asociado a ANG en el
cromosoma 2, en el Exp1, en el intervalo comprendido por los marcadores bnlg1297 'y bnlg1302,
pero mas cercano a este ultimo. Chen et al (2015) también identificaron una region gendémica
asociada a este rasgo en el bin 2.02, mientras que Ding et al (2015) detectaron QTLs en los bins
2.02, 7.03 y 7.04. EI QTL identificado en el bin 7.03 se encontraba ligado al marcador dupssr9y
en nuestro trabajo el QTL detectado en el bin 7.04 se encuentra comprendido en el intervalo
formado por los marcadores dupssr9y umc2330, pero mas cercano a este ultimo.

Al igual que para el caracter ANG, para NHT se identificaron QTLs en cada uno de los
experimentos que podrian corresponder a un mismo QTL con estabilidad en su expresién en los
tres ambientes (Tabla 29). Debido a que estos dos atributos no presentaron una gran interaccion

con el ambiente, es mas probable identificar algun QTL con expresién estable en mas de un
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experimento. Algunos QTLs asociados al NHT se localizaron en regiones que coinciden o son
adyacentes con las regiones detectadas por otros grupos de investigacion (Tang et al., 2007;
Nikolic et al., 2011; Wang et al., 2012b; Zheng and Liu, 2013a; Zhou et al., 2016). Li et al (2015)
detectaron 20 QTLs asociados a NHT pero ninguno explicaba mas del 10% de la variaciéon
fenotipica y concluyeron que este rasgo estaba controlado por muchos QTLs de efecto menor.
Ademas observaron que el numero de hojas por encima y por debajo de la espiga se encuentra
bajo un control genético independiente debido a que identificaron solo tres QTLs pleiotropicos.

Para LMH se localizaron dos QTLs en diferentes experimentos en el mismo bin (Tabla 29),
sugiriendo que esa region (10.03) podria ser importante para el control de este rasgo. La
localizacién de este QTL coincide con lo informada por Cai et al (2012).

Los QTLs PHV1-1y PHV3-1, localizados en regiones diferentes, indican que el cromosoma
1 parece ser importante para el control de la senescencia, al igual que el cromosoma 7, en el cual
se detectaron tres QTLs en posiciones muy cercanas y en intervalos sucesivos que poseen el
mismo efecto aditivo positivo. Ambas regiones fueron también identificadas mediante el método
de mapeo siguiendo un modelo lineal mixto. Todos los QTLs asociados a PHV, PES y TSP1 se
localizaron en la misma posicién o compartiendo el mismo intervalo (Tabla 30), posiblemente
debido a la alta asociacion que poseen. Ademas, mediante el método MT-MIM se detectaron dos
regiones con efecto pleiotropico (Figura 13). Esto sugiere que ambos atributos estan controlados
por elementos genéticos comunes. Las dos regiones identificadas mediante el método MT-MIM
(QTL-2b y QTL-6) indican que existe una asociacion entre PHV con la produccién de biomasa y
el rendimiento. El primero de estos QTLs, dada la inconsistencia en su expresion, no seria
apropiado emplearlo para aumentar la produccién de BIO y el RGP a partir de la PHV y el segundo
QTL también fue inconsistente, pero en este caso, seleccionando la alternativa alélica se podria
aumentar la BIO, el IC y el RGP a partir de un aumento en la PHV (Figura 13). Algunos de los
QTLs detectados para los caracteres PHV, PES, TSP1 y TSP2 coinciden con regiones
previamente reportadas. Zheng et al (2009) identificaron regiones genémicas asociadas al area
foliar relativo en postfloracién en los bins 1.04 y 1.06. El QTL detectado por estos autores en el
bin 1.04 se encontraba ligado al SSR umc2390, al igual que el identificado en nuestro trabajo
para los caracteres PHV, PES y TSP1. Por su parte, Wang et al (2012b) identificaron QTLs
asociados a estos rasgos en los bins 1.04 y 6.01. Belicuas et al (2014) identificaron QTLs en los
bins 1.06, 2.02 y 6.01 y el QTL detectado por estos autores en el bin 1.06 se encuentra ligado al
SSR bnlg2057, al igual que el identificado en el presente trabajo para PHV. Kante et al (2016)

informaron que los QTLs que controlan este caracter no se encuentran en todo el genoma sino
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agrupados en pocos cromosomas, y sefialaron la region 1.06 — 1.08, en la cual identificaron varios
QTLs agrupados. Trachsel et al (2016) también detectaron QTLs asociados a este rasgo en el
cromosoma 1y en el bin 2.02, al igual que en esta tesis.

La inconsistencia en la expresion de los QTLs se debe posiblemente al efecto de la
interaccion genotipo x ambiente, la cual hace que algunos genotipos se comporten de manera
diferencial en determinados ambientes. Sin embargo, en algunos casos la deteccion de un QTL
en un ambiente pero no en otro se debe simplemente a que un ambiente posee una varianza del
error alta lo cual evita la deteccién de un determinado QTL en el mismo (Bernardo, 2008). En
nuestro trabajo, el hecho de haber evaluado una sola repeticion en el Exp2, pudo haber tenido
un efecto sobre el poder de deteccion, dado que la presicion de los datos obtenidos fue menor,
al obtener el dato fenotipico de cada RIL a partir de tres plantas evaluadas, mientras que en los
restantes ensayos se obtuvo a partir de seis.

Algunos autores consideran a los QTLs de efecto mayor cuando explican mas del 10% de
la variacion fenotipica del caracter y de efecto menor cuando explican menos del 10% (Collard et
al., 2005). Sin embargo otros autores consideran que los QTLs de efecto mayor son los que
presentan una expresion estable a través de ambientes mientras que los de efecto menor son
mas sensibles a las variaciones ambientales (Li et al., 2001). Por su parte, Grandillo et a/ (1999)
afirman que los QTLs que poseen mayor contribucién a la varianza fenotipica total del caracter
son comunmente detectados a través de diferentes ambientes. En el presente trabajo, los QTLs
detectados mediante el método CIM que mostraron expresidon en mas de un ambiente,
presentaron un valor de R? comprendido entre 9,8% y 13,8% y los QTLs que presentaron los
valores mayores de R? no mostraron una consistencia en cuanto a su expresion (Tabla 29). Por
lo tanto, en el presente trabajo la afirmacion de Grandillo et al (1999) no se pudo comprobar,
debido a que los QTLs que realizaron una mayor contribucién a la varianza fenotipica no se
detectaron en mas de un ambiente.

Segun Knapp et al (1990) el empleo de los valores medios de los caracteres a través de
ambientes reduce el error estandar e incrementa la precision y el poder de deteccién del mapeo
de QTLs. Al emplear el método de mapeo siguiendo un modelo lineal mixto el nimero de QTLs
localizados fue menor con respecto al método CIM, posiblemente debido a que solamente se
detectaron los QTLs de mayor efecto y mas estables. Igualmente las localizaciones de algunos
QTLs coinciden o estan muy proximas a las de algunos QTLs identificados mediante el método

CIM para un mismo caracter (Tabla 29 y 30).
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Las pocas interacciones epistaticas detectadas para los rasgos asociados con la
arquitectura de canopeo confirma lo reportado por Tian et al (2011), quienes no observaron
epistasis significativa en el control de la variacion de estos atributos. Estos autores también
observaron que aunque muchos QTLs detectados para caracteres asociados a arquitectura foliar
presentaban interaccion con el ambiente, sus efectos eran menores a los efectos principales. En
el presente trabajo, los efectos de la interaccion QTL x E fueron similares o levemente menores
a los efectos principales de esos QTLs, aunque solamente 6 de los 42 QTLs identificados
presentaron interaccion significativa (Tabla 31). Li et al (2003a) mencionaron tres causas posibles
de la interaccion QTL x E, que un QTL se exprese en un ambiente pero no en otro, que el QTL
se exprese fuertemente en un ambiente y débilmente en otro y que el efecto del QTL sea opuesto
en un ambiente y otro. En el presente trabajo, los QTLs AP2 y ASI7b tuvieron un efecto A x E
positivo en un ambiente y negativo en otro, mientras que los QTLs B/IO2, RGP2, PES10y TSP1-
10 mostraron un efecto A x E significativo en un ambiente solamente, indicando que esos QTLs
se expresaron en un ambiente solamente.

Segun Tuberosa et al (2002), la colocalizacion de QTLs que tienen efecto sobre dos o0 mas
caracteres puede deberse a la presencia de dos QTLs ligados que modulan la expresion de
caracteres diferentes pero que no pueden ser separados por el test estadistico (ligamento), a la
presencia de un QTL con una determinada funcién la cual lleva a una secuencia de eventos
causalmente (pleiotropia), a la presencia de un QTL que posee efecto sobre dos caracteres
independientemente uno del otro (pleiotropia) y a la presencia de dos QTLs ligados, ambos con
efecto sobre los mismos dos caracteres (ligamiento y pleiotropia). En el caso de que exista
ligamiento, puede distinguirse de la pleiotropia mediante una mejor resolucion del método de
mapeo. En esta tesis, debido a la cantidad de marcadores empleados, estas hipodtesis
mencionadas por Tuberosa et al (2002) no pudieron ponerse a prueba. El método MT-MIM asume
la existencia de pleiotropia en el control genético de dos 0 mas caracteres simultdaneamente. Pero
debido a que los intervalos entre marcadores adyacentes en este trabajo fueron extensos, no se
podria determinar si la presencia de una region asociada a mas de un caracter es un QTL
pleiotrépico o QTLs ligados. Por lo tanto, el paso siguiente en una préxima etapa de trabajo seria
saturar con una mayor cantidad de marcadores las regiones identificadas en la presente tesis
para obtener una mejor resolucion de mapeo. Esto otorgaria una ventaja a la hora de efectuar
una busqueda de genes candidatos en esas regiones, dado que al acortar los intervalos la
busqueda se estaria efectuando en regiones mas particulares y a su vez otorgaria una mayor

precision a la hora de efectuar una seleccion asistida por marcadores moleculares.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo, la evaluacién de una nueva poblacibn de mapeo generada a partir de
germoplasma local, genéticamente distante de las poblaciones reportadas en la literatura permitié
obtener nueva informacion fenotipica y genotipica referida a la variacion de los caracteres
asociados con la captura de luz, los cuales se caracterizan por poseer una alta complejidad en
cuanto a su evaluacion y a la arquitectura genética que los controla. Los resultados obtenidos
representan un avance en la genética de maiz y aportan herramientas para el mejoramiento de
este cultivo.

La poblacién de RILs evaluada presentd variabilidad genotipica y de interaccion genotipo
x ambiente significativas para todos los caracteres asociados a la captura de radiacién solar,
indicando que los genotipos respondieron de manera diferente a cambios de ambientes. Sin
embargo, su capacidad de intercepcion no se modificé entre los diferentes experimentos dado
que el efecto de la interaccion G x E para el atributo fRFAIlmax no fue significativo. El hecho de que
existiera variabilidad genotipica para los caracteres evaluados hizo posible la identificaciéon de
regiones genémicas asociadas a los mismos.

Para casi todos los caracteres existido segregacién transgresiva de un determinado grupo
de RILs con respecto a las lineas parentales, lo cual demuestra que estas ultimas no poseen un
comportamiento contrastante, aunque mostraron diferencias significativas para los caracteres
asociados a la captacion de luz, lo cual las hace apropiadas para la generacién de una poblacion
de mapeo a partir del cruzamiento inicial entre las mismas.

Los caracteres asociados a la captura de luz mostraron una correlacién fenotipica positiva
con fRFAImax y con BIO indicando que los genotipos que interceptaron mayores porcentajes de la
radiacion incidente en floracion tendieron a ser los de mayores crecimientos y produccion de
materia seca. Ademas, en la combinacion de los tres ambientes estos caracteres, excepto el
NHT, presentaron una correlacion fenotipica significativa con el RGP, siendo los mas importantes
el IAF y los caracteres que lo componen, es decir la LH y AH.

Los caracteres del canopeo asociados a un mayor tamafio del area foliar verde (IAF, LMH,
AMH) y los vinculados con el numero de hojas totales (EA, ES y AP) y una mayor persistencia
del canopeo para interceptar la radiaciéon incidente (PHV y PES) determinaron un mayor
crecimiento de las plantas (BIO). Esa mayor acumulacion de biomasa a lo largo del ciclo de vida
determiné una mayor fijacion de granos (NGP) por las mejores tasas de crecimiento de las plantas

durante el periodo critico de la floraciéon y una mayor disponibilidad de asimilados producidos en
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postfloracion para llenar esos granos que aseguraron mayores pesos individuales (PG) y, en
consecuencia, mayor rendimiento en grano (RGP) en los genotipos con estos rasgos en la
poblacion de RILs.

La heredabilidad estimada para los caracteres asociados a la captura de luz fue elevada,
demostrando que la mayor proporcion de la variacion fenotipica de estos atributos se debe a la
presencia de variabilidad genotipica asociada a los mismos. Sin embargo, los altos valores de
heredabilidad no son suficientes para poder emplearlos como caracteres primarios en un
esquema de seleccion indirecta orientado a mejorar el rendimiento, dado que no presentaron una
correlacion genotipica elevada con este ultimo y la prediccion de la respuesta correlacionada en
rendimiento a través de estos caracteres fue menor que la prediccién de la respuesta por
seleccion directa en rendimiento. Sin embargo, algunos de estos rasgos (IAF, LMH, AMH, PHV)
presentaron una correlacion con la produccion de biomasa, la cual posee una alta asociacion con
el rendimiento en grano por planta. Por lo tanto, podrian emplearse para mejorar el rendimiento
a partir de un aumento en la produccion de biomasa, aunque la factibilidad de emplearlos como
caracteres secundarios debe ser determinada mediante indices de seleccion. La estrategia del
mejoramiento del rendimiento considerando los caracteres que influyen en la captura de luz, debe
tener en cuenta la complejidad del registro de los datos fenotipicos de los mismos. En este trabajo
se cuantifico mediante la prediccién de la respuesta correlacionada, la posible utilidad de estos
caracteres en un esquema de seleccion indirecta orientado a mejorar el rendimiento en granos.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el analisis de sendero, el IAF fue el atributo
que presenté los mayores efectos directos sobre el RGP y ademas tuvo efectos indirectos a través
de otros caracteres, por lo tanto seria el atributo mas importante a considerar como un caracter
secundario mediante la implementacion de un indice de seleccién. De sus caracteres
componentes, el AMH es el mas factible de considerar a la hora de aumentar el IAF, dada su
mayor correlacion con BIO y RGP con respecto a la LMH, ademas de no haber presentado una
correlacion negativa con el IC. Ademas, se observé una correlacion genotipica elevada entre PHV
e IC, lo cual indica que este rasgo tienen un efecto sobre la particion de asimilados a estructuras
reproductivas y podria emplearse como un caracter a tener en cuenta en un indice de seleccion,
para mejorar la eficiencia con que la planta destina recursos hacia la produccion de granos.

Mediante los métodos de mapeo con los cuales se analizaron los caracteres de manera
individual se identificaron QTLs de efecto mayor y efecto menor, demostrando con esto que los
caracteres asociados a la captura de luz se encuentran bajo un control genético complejo.

Mediante el método CIM, la gran mayoria de los QTLs identificados presentaron una
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inconsistencia en la expresion a través de ambientes, posiblemente debido al efecto de la
interaccion GxE. Por su parte, el método MT-MIM permitié identificar algunos QTLs que mostraron
efecto pleiotrépico sobre los rasgos asociados a la captura de luz, a floracién y a senescencia.
Ademas, se identificaron tres QTLs con efecto pleiotrépico sobre IAF, BIO y RGP y, dos regiones
con efecto sobre la persistencia foliar, BIO y RGP. Estas regiones podrian emplearse en un
programa de seleccion asistida por marcadores, optando por la variante alélica adecuada, para
aumentar la produccion de biomasa y el rendimiento, aunque deberia prestarse especial
consideracion a la inconsistencia en su expresion.

Varios de los QTLs identificados se encuentran en regiones genémicas previamente
reportadas por otros grupos de investigacion indicando que mas alla de tratarse de materiales
genéticos y poblaciones de mapeo diferentes, estos caracteres podrian estar controlados por
regiones gendmicas conservadas. Ademas, en cuatro de estas regiones que coinciden con la
bibliografia se detectaron marcadores moleculares ligados a las mismas, los cuales fueron
reportados en trabajos previos. Por lo tanto, algunos de los marcadores citados por la literatura
por estar ligados a QTLs asociados a rasgos de la captura de luz fueron utiles en las lineas
empleadas en este trabajo de tesis. Ademas, se identificaron nuevas regiones genémicas, que
previamente no habian sido reportadas por otros grupos de investigacion, con lo cual se amplia
el conocimiento de las bases genéticas que controlan la variacién de estos caracteres.

La informacién obtenida a partir de esta tesis, en la cual se evaluaron materiales genéticos
pertenecientes al programa de mejoramiento de INTA, que no habian sido previamente
evaluados, permitié determinar el efecto de ciertos caracteres asociados a la captura de luz sobre
la produccion de biomasa y el rendimiento. Ademas, la identificacion de regiones genémicas que
controlan la variacién de estos atributos, sera importante para implementar a futuro estrategias
orientadas a mejorar la eficiencia en la intercepcién de radiacién, mediante un esquema de
seleccion asistida por marcadores, con el objetivo de obtener lineas endocriadas mejoradas y, en

ultima instancia aumentar el rendimiento en granos de este cultivo.
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ANEXO |
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN (Kleinhofs et al., 1993)

1. Colocar 50 mg de material liofilizado en microtubos de 2,0 ml.

2. Agregar 800,0 ul de buffer de extraccion (Anexo Il, Tabla 38) a 65°C.

3. Incubar en bafo de agua a 65°C durante 10 minutos.

4. Agregar 150,0 ul de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio, Promega, USA) y 150,0 ul de CTAB
(Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio, Sigma, USA).

5. Incubar en bano de agua a 65°C durante 1 hora mezclando cada 10 minutos.

6. Agregar 750,0 ul de Cloroformo (Cicarelli, Argentina).

7. Homogeneizar suavemente durante 10 minutos en bandeja de agitacion.

8. Centrifugar a 12000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

9. Extraer el sobrenadante y transferirlo a un microtubo de 1,5 ml.

10. Agregar 750,0 pl cloroformo.

11. Mezclar durante 10 minutos en bandeja de agitacion.

12. Centrifugar a 12000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

13. Extraer el sobrenadante y transferir a otro microtubo de 1,5 ml.

14. Precipitar el ADN mediante el agregado de 600,0 ul de isopropanol (Cicarelli, Argentina) frio.

15. Centrifugar durante 10 minutos a 12000 rpm a 4°C.

16. Descartar el sobrenadante.

17. Agregar 500,0 ul de etanol 70% (v/v).

18. Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm.

19. Descartar el sobrenadante.

20. Agregar 500,0 pl de etanol 70% (v/v).

21. Secar el pellet.

22. Resuspender en 100,0 pl de buffer TE 1X (Anexo Il, Tabla 42).
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Tabla 35: Geles de agarosa utilizados para la cuantificacién de las muestras de ADN.

ANEXO Il

Reactivo

Concentracion

Marca

Agarosa

0,8% (p/v)

Promega, USA

Buffer TAE 1X

Bromuro de etidio (10mg/ml) 5% (viv)

Promega, USA

Tabla 36: Buffer TAE utilizado para el armado de los geles de agarosa.

Reactivo Concentracion Marca

Tris Base 4,84 g.I" Cicarelli, Argentina
Acido acético glacial 1,14 ml.I"! Cicarelli, Argentina
EDTA 0,5 M pH 8,0 2,0 ml.I" Merck, Alemania

Tabla 37: Loading buffer utilizado para la siembra de las muestras de ADN

en geles de agarosa.

Reactivo Concentracion Marca
Azul de Bromofenol 0,0004 g.ml"’ Bio-Rad, USA
Glicerol (30%) 0,3 ml.ml"! Merck, Alemania

Tabla 38: Buffer utilizado para la extraccion de ADN gendémico.

Reactivo Concentracion Marca
Tris HCI 1,0 M pH 8,0 100,0 mM Cicarelli, Arg
NaCl 5,0 M 700,0 mM Cicarelli, Arg
EDTA 0,5 M pH 8,0 50,0 mM Merck, Ale
SDS 20 % 2% Promega, USA
CTAB 10 % 1% Sigma, USA

Tabla 39: Geles de poliacrilamida utilizados para la separacion de los
fragmentos de amplificacion.

Reactivo Concentracion Marca
Urea 420,0 g.I" Cicarelli, Arg
Acrilamida 60,0 g.I" Merck, Ale
Bisacrilamida 3,0g.I" Bio-Rad, USA
APS (10%) 4,7 mlI" Promega, USA
TEMED 0,47 ml.I" Bio-Rad, USA
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Tabla 40: Buffer TBE utilizado durante la electroforesis para la separacion de los fragmentos de

amplificacion.

Reactivo Concentracion Marca

Tris Base 10,8 g.I" Cicarelli, Arg

Acido Borico 5,5g.I" Anedra Research AG, Arg
EDTA 0,5 M pH 8,0 4,0 mLI"* Merck

Tabla 41: Protocolo para el revelado de geles de poliacrilamida (Bassam et al., 1991).

Etapa Reactivo Concentracién Tiempo
Fijacién Acido acético (Cicarelli, Arg) 10% (v/v) 20 minutos
Enjuague Agua bidestilada 6 minutos
Tincion Nitrato de Plata (Merck, Ale) 1,0 g.I" 30 minutos
Formaldehido (Cicarelli, Arg) 1,5 ml.I"
Enjuague Agua bidestilada 20 segundos
Revelado Carbonato de Sodio (Merck, Ale) 30g.I"
Formaldehido (Cicarelli, Arg) 1,5 ml.I" 2-5 minutos
Tiosulfato de Sodio (buscar marca) 2,0 mg.I"!
Detencion Acido acético (Cicarelli, Arg) 10% (v/v) 5 minutos

Tabla 42: Buffer TE utilizado para la resuspension del ADN luego de la extraccion.

Reactivo Concentracion Marca
Tris Base 1,0 M pH 8,0 10,0 ml.I"! Cicarelli, Arg
EDTA 0,5 M pH 8,0 2,0 ml/.I Merck, Ale
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ANEXO Il

Figura 14: Histogramas de distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp1.
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angulo de insercion foliar; h: area foliar verde maximo; i: indice de area foliar
verde maximo; j: area foliar de la hoja de la espiga mas las tres superiores; k:
longitud méaxima de la hoja; |: ancho maximo de la hoja; m: persistencia de
hojas verdes en postfloracion; n: periodo emergencia-senescencia; o: tasa
promedio de senescencia en postfloracion (h.dia™); p: tasa promedio de
senescencia en postfloracion (cm2.dia'); q: fraccion de la radiacién
fotosintéticamente activa interceptada; r: biomasa en madurez fisioldgica; s:
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grano; v: indice de cosecha. Flecha azul: valor medio de la linea parental
L5605; Flecha roja: valor medio de la linea parental LP179.

Figura 15: Histogramas de distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp2.
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de area foliar verde maximo; g: area foliar de la hoja de la espiga mas las tres
superiores; h: persistencia de hojas verdes en postfloracion; i: periodo
emergencia-senescencia; j: longitud maxima de la hoja; k: ancho maximo de la
hoja; I: tasa promedio de senescencia en postfloracién (h.dia*'); m: tasa
promedio de senescencia en postfloracion (cm2.dia); n: fraccion de la
radiacion fotosintéticamente activa interceptada; o: biomasa en madurez
fisioldgica; p: rendimiento en grano por planta; q: nimero de granos por planta;
r: peso del grano; s: indice de cosecha. Flecha azul: valor medio de la linea
parental L5605; Flecha roja: valor medio de la linea parental LP179.

Figura 16: Histogramas de distribucion fenotipica de los caracteres evaluados en el Exp3.
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029 a: periodo emergencia-antesis; b: periodo emergencia-silking; c: ASI; d: altura
de planta; e: nimero de hojas totales; f: longitud promedio de entrenudos; g:
— angulo de insercion foliar; h: area foliar verde maximo; i: indice de area foliar
| verde maximo; j: area foliar de la hoja de la espiga mas las tres superiores; k:
longitud méaxima de la hoja; I: ancho maximo de la hoja; m: persistencia de
0.15- hojas verdes en postfloracion; n: periodo emergencia-senescencia; o: tasa
promedio de senescencia en postfloracion (h.dia™); p: tasa promedio de
vor ] senescencia en postfloracion (cm2.dia'); q: fraccion de la radiacion
fotosintéticamente activa interceptada; r: biomasa en madurez fisiolégica; s:

’_W rendimiento en grano por planta; t: nimero de granos por planta; u: peso del
O T o o 1% 1 e 1w o 9rano; v indice de cosecha. Flecha azul: valor medio de la linea parental

Ic L5605; Flecha roja: valor medio de la linea parental LP179.

0.224

182



ANEXO IV

Tabla 43: Marcadores SSR empleados para la construccién del mapa de ligamiento.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticion

1.01 phi097 100 : 5" TGCTTCACATTCAGTCACCGTCAG 3’ TAG
" CCACGACAGATGATTACCGACC 3’

1.01 umc1363 111 "TGTTTAAGTGTTGGCAGAAAGCAA 3’ ACG

"TCTCCCTCCCCTGTACATGAATTA 3’

1.02 umec2225 223 " TCGGCTGACATAATAAAACCATAGC 3’ AG

"ATGCGAATTTTACCGGGTTTTT &

"CGGTTCATGCTAGCTCTGC 3’ AGCT
"GTTGTGGCTGTGGTGGTG 3’

1.03 phi109275 150

1.03 bnlg1866 120 " CCCAGCGCATGTCAACTCT 3’ AG

" CCCCGGTAATTCAGTGGATA 3’

1.04 umc2390 112 " GAAATGGCAGGGAAACTTGTTTAT 3° TAC

" AAGAGGCAAGCAAGTGTACAGTGA 3’

" CGGAACCTGCTGCAGTTAAT 3’ AG
" GAGATGCAGGAATGGGAAAA 3’

1.04 bnlg2086 199

"TTATTTACAGAAACCATGGCGTGC 3° GCC
" ACACCACGCTCTACCTCCTCCT 3

1.06 umc1812 156 " TACAAGGAAGGCAAGTTCATCCTC 37 ACC

"ATGCAGGTGACATTCATCATCATC 3’

1.06 bnlg2057 160 " CAGCAGAACCTGTGGACAGA 3’ AG

" TGCATACTTGAGGATCGGAG 3’

1.07 bnlg615 nd "CTTCCCTCTCCCCATCTCCTTTCCAA 3’ nd

" GCAACCTGTCCATTCTCACCAGAGGATT 3’

1.07 umc1706 219 " ATCGAGAGGGGTAAATAAGGACGA 3’ TCG

" ACCAACCACGAGGCGATGTA 3’

1.07 phi002 78 " CATGCAATCAATAACGATGGCGAGT 3° AACG

"TTAGCGTAACCCTTCTCCAGTCAGC 3’

1.08 mmc0041 176 " AGGACTTAGAGAGGAAACGAA 3’ CA

"TTTATCCTTACTTGCAGTTGC 3’

F
R
F:
R
F
R
F
R
F
F
F
R
F:
R

1.05 umc2233 302 F:
R
F
R
F
F
F
F
F
R
F:
R
F
R
F

OO Vo T logr 1| O O[Oy O o O o OTfor O |lor O 01 oy O O on O |on

1.10 bnlg1671 140 " TCACGATCAGCAAGCAATTC 3’ AG

R: 5" CCCCACCAACCTTAGAGTCA 3’

[@)]

Bin: ubicacion cromosdmica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.

183



Continuacion Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticiéon

1.1 phi064 99 F: 5" CCGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT 3’ ATCC
R: 5" ACAATGAACGGTGGTTATCAACACGC &

1.1 phi120 68 F: 5" GACTCTCACGGCGAGGTATGA 3’ AAG
R: 5" TGATGTCCCAGCTCTGAACTGAC 3’

1.12 umc1797 107 F: 5  TCAAGTGAAATGCATAGCTTGCTC 3’ AC
R: 5" ACTGTTGGTAAACCCTGCATGACT 3’

2.01 umc2245 130 F: 5" CGTCGTCTTCGACATGTACTTCAC 3’ CAA
R: 5" GCCCTGTTATTGGAACAGTTTACG 3’

2.02 bnlg1302 150 F: 5" GGATAATGGCATTTTTTTAAACC 3’ AG
R: 5" TTGTTGGTGATAAAAGGGGC 3’

2.02 bnlg1297 200 F: 5" TCTCGATCGCTCCGATCTAT 3’ AG
R: 5" GACTCAACTCCAAAAGGCGA 37

2.02 bnlg1017 190 F: 5" ATTGGAAGGATCTGCGTGAC 3’ AG
R: 5" CAGCTGGTGGACTGCATCTA 3’

2.03 bnlg1064 198 F: 5" CTGGTCCGAGATGATGGC 3’ AG
R: 5" TCCATTTCTGCATCTGCAAC 3’

2.04 umc1541 149 F: 5 TGCAATCATTCTTCCATGTCTTGT 3’ GCT
R: 5" GCACAATCTGCTGGTACTTCTTGA 3°

2.04 bnlg1018 124 F: 5" CGAGGTTAGCACCGACAAAT 3’ AG
R: 5" CGAGTAAATGCTCTGTGCCA 3’

2.05 bnlg1909 172 F: 5 CCTGACCCTGTTCCTGAAAA 3’ AG
R: 5" GTGTGTCTGGAGCTGTTCGA 3’

2.06 nc003 116 F: 5" ACCCTTGCCTTTACTGAAACACAACAGG 3’ AG
F.: 5" GCACACCGTGTGGCTGGTTC 3’

2.06 umc1028 138 F: 5" CCCAGGTAAAATTCGCTAGCCT 3’ GA
R: 5" GGAACAAGGAAAGCTGAATACACG ¥

2.06 umc1749 148 F:5 CTTCATTTTTGTTGTTTCCCTGCT 3’ GA
R: 5" CGTAAAAGACTGGATTGCCAAAAG 3’

2.07 bnlg1045 202 F: 5" TCCCCGATAGCATATCGATC 3’ AG
R: 5" GTGACTTTGGGGAGTTTGGA 3’

2.08 bnlg1169 233 F: 5" CTAAGCTAGACACGGCCCTG 3’ AG

A
)]

" GATCTCGTCCCGATTTTCAA 3’

Bin: ubicacién cromosémica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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Continuacion Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticiéon

3.00 umc2103 158 F: 5" GTCCAGGAGGTTGTCGTCCA 3° GCG
R: 5" CCTATCCATGCTTGAGGTGTCG 3’

3.01 umc2255 114 F: 5" CTGCTGAGGAGAAGTGATCCTGTT 3 AGCA
R: 5" GCTACGCTTAAGTATCACGGCAAC 3’

3.03 bnlg1325 171 F: 5" CTAAATGCGCAGCAGTAGCA 3’ AG
R: 5" TGCTCTGCAACAACTTGAGG 3’

3.04 bnlg602 141 F: 5" CCCGATAGCCAAGCTCTCGCCAA 3’ AG
R: 5" AGCTCGTGGACCGAACAAGCCCA 3’

3.05 bnlg1601 218 F: 5" CAGACCAGAGACCATCTGCA 3 AG
R: 5" ATCGTGCGCTAGTCCAGAGT 3’

3.05-3.06 umc1400 168 F: 5" TTACCAATTGTATCCATCACACCG 3’ TTTG
R: 5" ACAACATAGCAGCCATCCTACTCG 3’

3.06 umc1266 144 F: 5° CACAGGTAAAAGTAAACGCACACG 3’ CAG
R: 5" CTCGTCATTTTCAACGTCCTCTTT 3

3.06-3.07 umc2381 143 F: 5" AGTCCGGCTAGCTCCATAAAGG 3’ CAGC
R: 5" GTTCACAAGGAGCAGCGAGAC 3

3.08 bnlg1108 137 F: 5 GGATTCCTTTATGACGGGGT 3’ AG
R: 5" AGTAACAACCAAGGCATCGG 3’

3.09 bnlg1754 170 F: 5" ATAGGGATCGACCCGTTCGT 3’ AG
R: 5" AATATCTCCGATCCACCAACAAAA 3’

4.03 umc2281 153 F: 5" ATGATGATCTGCAGAGCCTAGTCC 3’ GTCC
R: 5" CAATGATTGGAGCCTAACCCCT 3’

4.05 phi026 80 F: 5" TAATTCCTCGCTCCCGGATTCAGC 3’ CT
R: 5" GTGCATGAGGGAGCAGCAGGTAGTG ¥

4.06 bnlg1137 246 F: 5" ATGAGCTCAGTCACACTGTAGTG 3’ AG
R: 5" ACTGATGACTGGTCCATGCA 3’

4.07 dupssr34 157 F: 5" TCAGTGCTTTCATTGTAACGA 3’ TTG
R: 5" ATAAACATCTTGCCAGCAAA 3’

4.08 bnlg1444 153 F: 5" GCATGGATGGAGAAAGAGGA 3’ AG
R: 5" AGACGACGAAGCTTTTGCAT 3’

4.09 umc2138 221 F: 5" CGGGACAAGGACAGAGCAAG 3’ ACC
F: 5" CAGGGTAAAGCTAGACGGGTAGGTA 3’

4.11 umc1058 103 F: 5° AGCAAGCAGTTCGAAACAAGGAT 3’ GC

R: 5" GACACCAGCACCACTTGAACG 3’

Bin: ubicacion cromosémica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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Continuacion Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticion

5.00  bnig1006 232 F: 5" GACCAGCGTGTTGATCCC 3’ AG
R: 5" GGAGACCCCGACTCTCTCTC 3’

5.01 umc1523 105 F: 5 TTTTAACTGTAAACCGGCCACATT 3’ AAG
R: 5" AGAGTTAGATGACTGCAGTGGCTG 3’

5.02  umc1587 143 F: 5 ATGCGTCTTTCACAAAGCATTACA 3’ AT
R: 5" AGGTGCAGTTCATAGACTTCCTGG 3

5.03  bnig1700 206 F: 5" GTCACATCCATGTAGTGCACG 3’ AG
R: 5" GGCACCCTTTTGAAACCTTT &

5.05 bnlg278 87 F: 5" CATGCATCAACGTAACTCCCT 3 nd
R: 5" CATGTCACGCGTTCCACTTG ¥

5.06 umc1680 152 F: 5" TTAATAAAGGAGAGGGTGGGAACC 3’ TC
R: 5" GGGGCTTATATGTCCCTTGAACTC 3’

5.07  bnlg2305 183 F: 5" CACCTTGAAAGCATCCTCGT 3’ AG
R: 5" GTATCACACCCTCTGCTGCA

5.07  bnlg1885 245 F: 5" GACAGACGCAACTACCGAAA 3’ AG
R: 5" TGTTCAATTTGATGTTCATTGC 3’

5.08 umc2136 151 F: 5" GATTCGGAGGTGATCTGACCTGT 3’ CCT
R: 5" CCAGATGCGGAAGTAGACGG 3

5.09  bnig386 nd F: 5" CACCCTCCCTTTGCAGGTA 3’ nd
R: 5" TGGTTTATCAGATAACGATTCAGC 3’

6.00 bnig238 165 F: 5 CTTATTGCTTTCGTCATACACACACATTCAT 3’ nd
R: 5" GAGCATGAGCTTGCATATTTCTTGTGG 3’

6.00 bnlg161 163 F: 5" ATGGAGCATGAGCTTGCATATTT 3’ nd
R: 5" GCTTTCGTCATACACACACATTCA 3’

6.01 bnlg426 114 F: 5" TGCATTAATTAGAAGGCTATCAAA 3’ AG
R: 5" GGTTTGGTGACTGGACTGACTT 3’

6.03 phi389203 309 F: 5° GACGAAAAGGTGGCTCGT 3° AGC
R: 5" TGCAGTCCTAGATCAGTTCCAA 3’

6.04 nc009 113 F: 5" CGAAAGTCGATCGAGAGACC 3’ AG
R: 5" CCTCTCTTCACCCCTTCCTT 3’

6.05 umc2055 81 F: 5 CTTGGCTGCTTGCCCTATTAGAT 3’ AG
R: 5" CTCTGGTCTGGTGGTCCTGTG 3’

6.04 phi452693 nd F: 5" CAAGTGCTCCGAGATCTTCCA 3’ AGCC
R: 5" CGCGAACATATTCAGAAGTTTG ¥

6.05 bnlg1443 180 F: 5" TACCGGAATCCTCTTTGGTG 3’ AG
R: 5" TTTGACAACCTCTTCCAGGG 3’

Bin: ubicacién cromosémica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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Continuacion Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticion

6.05 bnig1702 nd F: 5 TTATCATCAAATGGAGGACACG 3’ AG
R: 5" AAAGACACACGCTAATGGGC 3

6.05 nc013 121 F: 5 AATGGTTTTGAGGATGCAGCGTGG 3’ AG
R: 5" CCCCGTGATTCCCTTCAACTTTC 3’

6.06 umc2375 144 F: 5" TCTGACATTGTCCTCTTGACCAAA 3’ GCG
R: 5" GCCGTACTGATGTGATGGTCC 3’

6.06 bnlg345 123 F: 5" CGAAGCTAGATGTAGAAAACTCTCT 3’ AG
R: 5" CTTACCAACCAACACTCCCAT &

6.07 umc2323 150 F: 5" TTCCCTATCAACTTCCATCCTGAA 3’ GCA
R: 5" ATCTGAAGCCAACTGTGTTCATTG 3’

6.07 bnig1136 208 F: 5" CATCAGCTTCAACGAGTTCG 3’ AG
R: 5" TAACCGGATGAGCATCTTCC ¥’

6.08 umc1127 158 F: 5" GGTCCAGTGACATCTCAAAATGAA 3’ CT
R: 5" ATATTCCCCCTCCCTAATTTTGCT 3’

7.02-7.03 dupssr9 139 F: 5" GATGTCGTGTGAGTGACCTG 3’ AC
R: 5" GTGTTGCTATTGCAGTGAGAC 3’

7.03 bnlg1070 213 F: 5" TTCCAGTAAGGGAGGTGCTG 3’ AG
R: 5" TAAGCAACATATAGCCGGGC 3’

7.04 umc2330 nd F: 5" AAGAACTGCAAAAAGGTACCCACA 3 GA
R: 5" CGGTGAGTGAGTGAGTGAGTGAGT 3’

7.04 bnlg2259 167 F: 5 ACCATTGATTTCATGGTATTGG 3’ AG
R: 5" GCGGATAATGACATTGGGTC 3’

7.05 phi082 125 F: 5" CACAGCACAGGCAGTTCG ¥ AG
R: 5" CGCGGCAAAAGATCTTGAACACCT 3’

7.05 umc2333 145 F: 5 TGCCTCCTTTTTCTGATCTACACC 3’ CCGT
R: 5" GAATTGGATGTTATTCGGATCGTC 3’

7.06 umc2190 156 F: 5 GATCCGTTGAGGTCGATCCTTT 3’ CCT
R: 5" GAGGAGTTCCTGCAGTTTCTTGAC 3’

7.06 umc1799 101 F: 5" GTGATGAATAATGTCCCCAATTCC 3’ TG
R: 5" GGACAGATGTCTGGAGATTGCTTT 3’

8.01 bnlg2037 190 F: 5" GGGTGCTCGTAGTAGGGGTT 3’ AG
R: 5" CTAAGGCACACGGAGAGAGG 3’

8.02 phi119 164 F: 5" GGGCTCCAGTTTTCAGTCATTGG 3’ AG

R: 5" ATCTTTCGTGCGGAGGAATGGTCA 3’

Bin: ubicacion cromosdmica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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Continuacién Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticion

8.03 bnlg669 126 F: 5" GCACGCACCAGCAGTCGGCAGT 3’ nd
R: 5" CGGCCTAGTGGGCATGGAGCCT 3’

8.04 phi014 160 F: 5" AGATGACCAGGGCCGTCAACGAC 3 GGC
R: 5" CCAGCTTCACCAGCTTGCTCTTCGTG 3°

8.05 bnlg666 116 F: 5" AAAAGGCAAGTAGCTAGCATGCATTTGCAG 3" nd
F: 5 GGCTCACGTCCGTATCCAAACCAACA 3’

8.06 bnlg1782 222 F: 5" CGATGCTCCGCTAGGAATAG 3’ AG
R: 5" TGTGTTGGAAATTGACCCAA 3’

8.07 bnlg1823 181 F: 5 TGTGACTCCATACCGCACAT 3’ AG
R: 5" CTCATCATGTTGTACATGGCG 3’

8.08 phi015 96 F: 5" ACGCTGCATTCAATTACCGGGAAG 3’ AAAC
R: 5" GCAACGTACCGTACCTTTCCGA 3’

8.08 umc2357 125 F: 5" AGCTCCCTCAGGTAGTTGTCCTG 3’ GAGCCA
R: 5 GAGCAAGAAGCAGAGCAGCAAG 3’

8.09 dupssri14 105 F: 5" AGCAGGTACCACAATGGAG 3’ (CT)T(CT)(CA)
R: 5" GTGTACATCAAGGTCCAGATTT 3’

9.01 bnlg1724 155 F: 5 CTGACCCAGAGCATTGTGAA 3’ AG
R: 5" GATGAAGAGCTTGCAGTCCC ¥

9.02 umc1170 151 F: 5 TGGGTGCTAAAACGTAACAACAAA 3’ TC
R: 5" GAGGACGAAGCAGAAATCCTACC 3

9.03 umc1691 138 F: 5 TCGTCTAAACTGCATAAAAGGGGA 3’ AG
R: 5" ACGGAGATAGATGCACACAAACAC &

9.04 umc1700 89 F: 5" AACGTAGGTAGGGTTTGGATTTCA 3’ TAG
R: 5" ACATGATGCTTGTTCCTTTTCACA 3’

9.04 bnlg1626 197 F: 5" TTAAATCCAGAGTGTCCCCG 3’ AG
R: 5" TTCTGGATGGTTGCACACAT 3’

10.02 bnig1451 nd F: 5" TGATCGATGGCTCAATCAGT 3’ AG
R: 5" ATCTGGAACACCGTCGTCTC 3’

10.03 phi050 87 F: 5" TAACATGCCAGACACATACGGACAG 3’ AAGC
R: 5" ATGGCTCTAGCGAAGCGTAGAG 3’

10.03 bnlg1079 179 F: 5" CGTACGTCGTTGCTGTCTGT 3’ AG
R: 5" CAGTACGTGCAGTCCCTCCT ¥

10.05 umc1506 129 F: 5" AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG 3° AACA
R: 5" ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT 3’

10.06 bnlg2190 235 F: 5 TCCTCCTTCATCCCCTTCTT 3 AG
R: 5" CCCAGTATCATTGCCCAATC 3’

Bin: ubicacion cromosdmica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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Continuacién Tabla 43.

Bin SSR PM B73 Secuencia de oligonucleétidos Repeticion
10.07 bnlg1185 136 F: 5" CGGTCCAGGCAGGTTAATTA 3’ AG

R: 5" GACTCGAGGACACCGATTTC 3’
10.07 bnlg1839 176 F: 5" AGCAGACGGAGGAAACAAGA 3’ AG

R: 5" TCTCCCTCTCCCTCTTGACA 3’

Bin: ubicacion cromosémica del marcador molecular; SSR: nombre del marcador molecular; PM B73: peso
molecular del SSR en la linea B73; nd: no determinado.
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ANEXO V

Figura 17: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp1.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas
se muestran cada un intervalo de siete dias.

Figura 18: Variacion de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp1.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas
se muestran cada un intervalo de siete dias.
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Figura 19: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp2.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas se
muestran cada un intervalo de siete dias.

Figura 20: Variacion de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp2.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas se
muestran cada un intervalo de siete dias.
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Figura 21: Precipitaciones diarias a lo largo del ciclo de cultivo del Exp3.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas
se muestran cada un intervalo de siete dias.

Figura 22: Variacién de la temperatura maxima, media y minima durante el Exp3.
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La linea negra marca el intervalo de tiempo correspondiente al periodo critico. Las fechas
se muestran cada un intervalo de siete dias.
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