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ABREVIATURAS

ADN: &cido desoxirribonucleico.Es la molécula que lleva la informacion genética
utilizada por la célula para la creacién de proteinas. La funcién principal es el

almacenamiento a largo plazo de la informacion genética (material hereditario).

ASI: del inglés“Anthesis Silking Interval”’, que significa intervalo de tiempo entre
floracion masculina (liberacion del polen) y floracién femenina (salida de estigmas).

Es una variable medible para caracterizar materiales.

CV: coeficiente de variacion. Es un estimador estadistico que hace referencia a la

relacién entre el tamafo de la media y la variabilidad de la variable medida.

HP: se le dice al material que contiene un evento transgénico denominado TC1507,
el cual otorga resistencia a lepidopteros y tolerancia a glufosinato de amonio. El

nombre comercial del evento es Herculex.

HR: se le dice al material que contiene dos eventos transgénicos denominados:
NK603, el cual otorga tolerancia a glifosato y TC1507 mencionado mas arriba. El

nombre comercial del evento NK603 es Round up Ready.

LA: Linea A convencional o sin ninglin evento transgénico. Es una linea elite de
maiz del grupo heterdtico SSS (Stiff Stalk Synthetic).

LAHP: versién de la Linea A con el evento transgénico TC1507.
LAHR: version de la Linea A con dos eventos transgénicos: TC1507 y NK603.
LAHR/HP: Linea obtenida del cruzamiento entre la linea A HR y la Linea A HP.

NGS: en inglés “Next Generation Sequencing”, o secuenciacion de segunda
generacion. Es el método de secuenciacion utilizado para analizar molecularmente a
las lineas parentales: LA, LAHP y LAHR.

NILs: en inglés“Near Isogenic Lines”, cuya traduccion al castellano es lineas casi
isogénicas. Se utiliza para denominar a aquellas lineas que difieren entre ellas

solamente en uno o en pocos genes.



RFLP: en inglés ‘“restriction fragment length polymorphism”, cuya traduccion al
castellano es polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion. Son

marcadores moleculares.

SNPs: en inglés “single nucleotyde polymorphisms”. Estos son polimorfismos de un
gen que ocurren por variacién en una letra (nucleétido) en la secuencia de ADN.Son

marcadores moleculares.

SSRs: en ingles “simple sequence repeat”’, sonmarcadores moleculares conocidos
como micro satélites. Son secuencias de ADN en las que un fragmento (cuyo
tamafio va desde dos hasta seis pares de bases) se repite de manera consecutiva.

La variacion en el nimero de repeticiones crea diferentes alelos.

SSS: en ingles “stiff stalk synthetic”. Es el grupo heterético al que pertenece la linea
elite A.


http://www.diclib.com/gen/show/es/es_wiki_10/75295
http://www.diclib.com/nucle�tido/show/es/es_wiki_10/75296
http://www.diclib.com/ADN/show/es/es_wiki_10/71548
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Alelo

RESUMEN

La version HP de la linea A presenta una merma de rendimiento bajo condiciones de estrés
cuando se la compara con la version no transgénica. La version HR de la linea A no
presenta este fendmeno. Para poder encontrar los fragmentos cromosémicos responsables
y obtener una nueva linea sin la merma, la linea A HR se cruzé con la linea A HP
asumiendo que las progenies eran lineas casi isogénicas (NILs) que diferian en unos pocos
genes que podrian explicar la merma. Estas lineas fueron sembradas en el campo en dos
ambientes. De acuerdo a los resultados de rendimiento, fueron seleccionadas las 10
mejores y las 10 peores lineas. Los parentales fueron secuenciados y como resultado se
seleccionaron algunos SNPs para genotipificar las 20 NILs. A partir de la secuenciacion se
observd que la linea A HR tenia muchas nuevas regiones que eran diferentes a ambas
versiones de la linea A: tanto convencional como HP. No se observaron diferencias alélicas
entre las 10 mejores y las 10 peores NILs (o fragmentos candidatos) que pudiesen explicar
la merma en rendimiento. La similitud entre las versiones HP y HR en el cromosoma dos
(donde esta inserto en evento TC1507) sugiere que la merma no es causada por arrastre de
ligamiento. Sin embargo, el arrastre por ligamiento no puede ser descartado ya que otros
fragmentos presentes en la version HR en otras regiones gendémicas podrian estar
compensando la perdida. Fue encontrada una versién HP con un mayor rendimiento pero

no los fragmentos candidatos.



ABSTRACT

“Yield loss analysis of the line A of corn (Zea maize L.) in its HP version assisted by

molecular markers.”

The HP version of the line A shows a yield loss under stressful conditions when compared to
the non transgenic version. The line A HR does not show this issue. So as to be able to find
the chromosomal pieces responsible and to obtain a new HP version without the loss, the
line A HR was crossed with the line A HP assuming that the progenies were near isogenic
lines (NILs) differing only is some genes that could explain the yield loss. They were planted
in the field in two environments. According to the yield performance, the ten best and the ten
worst NILs were selected. The parents were sequenced and as a result some SNPs were
selected to genotype the 20 NILs. It was observed that the HR version had a lot of new
regions, different to both HP and conventional line A. Not allelic differences (or candidate
fragments) were found between the best and the worst NILs that could explain the yield loss.
The similarity between HP and HR version in chromosome two (where TC1507 is inserted)
suggests that the yield is not caused by linkage drag. However, the linkage drag cannot be
discarded since other fragments present in the HR version in other genomic regions could
be compensating the loss. An HP version with higher yield was found but not the candidate

fragments.



INTRODUCCION

En la actualidad, para la produccion de hibridos de maiz con eventos transgénicos se
incorporan los mismos en una de las lineas parentales mediante sucesivas retrocruzas
entre ella (padre recurrente) y una linea fuente del transgen (o donante). La progenie
segregante obtenida del cruzamiento entre la linea donante y la linea recurrente es un
mosaico de piezas cromosémicas derivadas de ambos padres y pueden acarrear no solo

genes deseados sino también no deseados del padre donante (Tanksley et al., 1989).

Adicionalmente, en las retrocruzas el arrastre de alelos del padre donante ligados al
transgen puede hacer que se fijen genes del donante en la linea modificada. Incluso
después de 20 retrocruzas, se espera encontrar una pieza del cromosoma donante (diez
centiMorgan o unidades) todavia ligada al gen que esta siendo seleccionado. En la mayoria
de los genomas vegetales diez centiMorgan es suficiente ADN para contener cientos de
genes. Este fendmeno ha sido llamado “Arrastre por ligamiento” y puede resultar en una
nueva variedad modificada para caracteres distintos de los elegidos. (Tanksley et al.,
1989). Por lo tanto, el retrocruzamiento da como resultado la transferencia de genes de

interés mas otros genes adicionales.

Desde la aparicion de marcadores de ADN, los programas de mejoramiento de cultivos han
confiado fuertemente en marcadores moleculares para acelerar la ganancia genética en el
mejoramiento vegetal. La conversiébn de lineas a través de la seleccién asistida por
marcadores ha revolucionado al mejoramiento vegetal en términos de fidelidad de
recuperacion del genoma recurrente, costo, efectividad y velocidad (Agarbar et al.,
2010).Comparado con la retrocruza tradicional, el uso de marcadores de ADN ofrece dos

ventajas:

* Recuperacion mas rapida del genotipo recurrente. En otras palabras, los marcadores
pueden ser usados para seleccionar negativamente el genoma del padre donante.
(Collard y Mackill, 2006)

+ Seleccion mas eficiente de genotipos que tienen eventos de recombinacion cerca del

gen objetivo (Ribaut y Hoisington, 1998) y minimizacién del arrastre por ligamiento.

Si se compara el mejoramiento por retrocruza tradicional y la seleccion asistida por
marcadores en términos de recuperacion del genoma recurrente en regiones no ligadas a

un gen de interés se obtiene como resultado que la seleccidn asistida por marcadores



alcanza una conversion completa en solo tres retrocruzas comparado con un minimo de
seis para selecciéon convencional (Ribaut et al, 1998). Si la comparacién entre ambas se
realiza en regiones ligadas al gen de interés la diferencia es alin mas marcada. La seleccion
asistida por marcadores alcanza el mismo nivel de conversién en solo dos retrocruzas
comparado con lo que seria alcanzado en 100 retrocruzas por métodos tradicionales
(Ribaut et al, 1998).

Herculex es el nombre comercial del evento transgénico denominado TC1507 el cual fue el
resultado de desarrollo e investigacion conjunto de Dow Agrosciences y Pioneer HI. El
mismo es un fragmento de ADN con dos genes, los cuales expresan las proteinas CrylF
(que otorga proteccidon contra algunos lepiddpteros de importancia como el gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidéptera: Noctuidae) y el barrenador del
tallo, Diatraea saccharalis (F.) (Lepidéptera: Crambidae)) y Pat (que otorga tolerancia a
glufosinato de amonio). El evento se encuentra inserto en el cromosoma dos, en la posicién
120 segun el mapa de ligamiento de Dow Agrosciences. Las versiones con TC1507 se
denominan HP.

Round up ready es el nombre comercial del evento NK603. Es un fragmento de ADN con un
solo gen que expresa la EPSPs modificada que otorga tolerancia al Glifosato.

La linea A HR presenta dos eventos transgénicos: NK603 y TC1507. El evento NK603 se
encuentra inserto en el cromosoma seis y el evento TC1507 se encuentra inserto en el
cromosoma dos. Las versiones que poseen ambos eventos: NK603 y TC1507 se
denominan HR.

La linea A es una linea elite del grupo heterético SSS (Stiff Stalk Synthetic). Su versién
plana o no transgénica se denomina convencional. Su version transgénica con el evento
TC1507 se denominaHP y presenta un menor rendimiento de la linea per se comparada
con la versién no transgénica, lo que incrementa notablemente los costos de produccién de
hibridos al usarla como hembra. Se asume que no es un efecto del evento TC1507, ya que
existen numerosas conversiones de lineas a este transgen que no mostraron este efecto
(Bing, J. comunicacion personal). EI mismo autor, en un estudio especialmente disefiado
para tal fin y realizado en 2005 en 18 ambientes, no encontré diferencias significativas en el
comportamiento agrondmico de dos materiales en su version convencional y HP (Bing, J.
2005. Publicacion interna de Dow). Por lo anteriormente descrito, se asume que el problema

esta asociado al proceso de conversion.

La version HR de la linea no presenta este problema, observdndose un rendimiento de la

lineaper se comparable a la convencional, como surge de analizar datos de rendimientos



histéricos. En la tabla 2, (A. P. Canu y J. P. Raimondi, comunicacién personal) por ejemplo
se muestran los datos de la campafa 2007-2008. En 4 localidades no se observaron
diferencias significativas entre versiones Convencional y HR. La version HP mostré un

rendimiento en nimero de bolsas significativamente menor a las otras dos versiones.

Material Rendimiento (bolsas de hibrido)
Linea A 155,98 A
Linea AHR 153,35 A
Linea A HP 115,25 B

Tabla 2: Resultados de 4 ensayos en los que se evalu6 rendimiento de las distintas
versiones de la linea A y se expresé en bolsas de hibrido producidas.Extraido de: J. P.
Raimondi & A. P. Canu, estudio interno DAS.Letrasdistintas indican diferencias
significativas (p<= 0.05)

El menor rendimiento de la linea en su version HP se explica por un mayor nimero de
plantas sin espiga y a un mayor intervalo entre floracién masculina y femenina (ASlI, por sus
siglas en inglés) y, segun revela un estudio interno no publicado, esto seria causado por
una mayor sensibilidad al estrés. Datos al respecto se pueden observar en la Tabla 1y en la
Figura3 (Walter Tanaka, comunicacién personal.)

Version de la Linea A | Rendimiento promedio (kg/ha)

HR 4686.59 A

HP 3108.93 B

Tabla 1: Comparaciéon de rendimiento promedio entre version HR y HP de la linea A. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Figura 3: Porcentaje de plantas estériles de la linea A HP y HR bajo diferentes ambientes
(dosis de Nitrégeno a la siembra: 0 & 150 y cantidad de plantas/ha: 40.000, 100.000&
140.000). Extraido de: Walter Tanaka, estudio interno DAS.

La conversion de la linea A a HP se realizd en el pasado, y fue asistida con marcadores
moleculares del tipo SSR (micro satélite). Los mismos poseian una menor densidad de
cobertura del genoma que otros marcadores usados en la actualidad y esto podria ser la
causa de la presencia de fragmentos de ADN del padre donante causantes de la merma.

Con el fin de detectar los fragmentos cromosdmicos responsables del menor rendimiento en
grano, y a la vez obtener una nueva version HP sin el problema, se cruzoé la versién HR con
la HP. Se eligié esta cruza asumiendo que la version HR de la linea A era una linea casi
isogénica comparada con la version convencional de la misma linea. Ademas, al cruzar la
HP por la HR se obtendrian progenies con el evento TC1507 al estado homocigota lo cual

facilitaria alcanzar uno de los objetivos.

Se asumio que los fragmentos cromosémicos responsables de la merma de rendimiento
estarian segregando entre las progenies de la cruza HP x HR. Cualquier diferencia
fenotipica en este caracter entre las progenies y la linea recurrente puede ser atribuida a
este o estos fragmentos.
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HIPOTESIS:

El menor rendimiento de la linea A HP comparada con la misma linea convencional y HR
frente a condiciones de estrés se debe al arrastre por ligamiento o fragmentos
cromosémicos indeseables del donante en otras posiciones del genoma. Este efecto puede

revertirse al eliminar dichos fragmentos.

OBJETIVOS:

Generales
Detectar los fragmentos cromosémicos que ocasionan la merma de rendimiento de la

linea A en su versién HP y obtener una nueva versién HP sin esta merma.

Especificos

» Mapear los fragmentos cromosomicos responsables de la merma de rendimiento en
la versiéon HP de la linea A.

» Determinar si se trata de fragmentos heredados por arrastre por ligamiento o si se
encuentran en otra posicion del genoma.

» Seleccionar nuevas versiones sin el o los fragmentos no deseados usando

progenies de la cruza de la version HP por la version HR.

11



MATERIALES Y METODOS

Para obtener los resultados finales de esta tesis se llevaron a cabo una serie de pasos

descritos en los parrafos que contintan.

En un campo de Dow en Molokai, Hawéi, en Octubre del afio 2009 se cruzé por método
tradicional la versionHR por la version HP de la linea A. La generacion F1 resultante fue
sembrada en Febrero del afio 2010 en el mismo sitio y al momento de floracion todas las
plantas fueron auto fecundadas para obtener la generacion F2.

Las espigas F2fueron sembradas en Junio 2010nuevamente en Molokai y las plantas fueron
muestreadas para llevar a cabo un test de cigocidad con el fin de determinar el estado de
homocigocidad o heterocigocidad de los eventos en cuestion. Todas las plantas resultaron
homocigotas para el evento TC1507 tal cual lo esperado y se seleccionaron aquellas
negativas para el evento NK603. Esas plantas seleccionadas fueron posteriormente auto
fecundadas para generar la F3.

En Octubre de 2010 en la planta experimental de Dow en Col6n, Buenos Aires, se sembro
la F3 para incremento de semilla, obteniéndose semilla F4. La semilla de cada planta F3

perteneciente a la misma familia fue cosechada en conjunto, dando origen a las F3:4.

En Noviembre 2011 en el mismo campo de la planta experimental de Dow Agrosciences
fueron sembradas las F3:4 (276 familias distintas) junto con los parentales de la cruza
original (HP y HR) y la version convencional de la linea A, funcionando como testigos para
el experimento. El objetivo fue realizar un ensayo comparativo de rendimiento de lineas en
dos ambientes distintos los cuales se lograron generando diferentes condiciones de estrés
de manera artificial. El disefio experimental elegido para cada ensayo fue el de bloques

completos al azar.

Para la siembra se utiliz6 una sembradora neumatica con una distribuciéon muy homogénea
de la semilla. Cada unidad experimental consistio en un surco de 2 metros de largo con 4
semillas por metro con 0.70 m de espaciamiento entre surcos. Se realizaron dos ensayos
separados (Tabla3): uno con mas repeticiones que incluyé a los materiales con mayor
cantidad de semilla, y otro con menos repeticiones, con los materiales de menor cantidad de
semilla.Se contaba con semilla suficiente para realizar dos repeticiones de 134 familias

F3:F4 (llamado ensayo 1) y 4 repeticiones de 142 familias F3:F4 (denominado ensayo 2).
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Ambiente

con estrés Ambiente sin estrés

Dos repeticiones Ensayo la Ensayo 1b

Cuatro repeticiones | Ensayo 2a Ensayo 2b

Tabla 3: Denominacién de los ensayos a campo y numero de repeticiones.

En V5 se realiz6 una aplicacibn homogénea con fumigador terrestre de Clorpirifos a dosis
de marbete para el control de Gusano Cogollero, Spodoptera frugiperda. El control de
malezas se realizé utilizando Atrazina y Acetoclor a dosis recomendada en el marbete de
cada producto en preemergencia y durante el cultivo se realizé de forma manual extrayendo
las malezas con azada. Se realizaron dos limpiezas durante el ciclo del cultivo hasta que se

cerr6 el surco. Luego se mantuvieron nicamente los caminos.

En R1 se lograron dos ambientes bien contrastantes, identificados con las letras a (con
estrés) y b (sin estrés), provocando un estrés artificial durante el periodo critico de la
planta. Para ello se produjo una defoliacion manual (Martinezet al., 2014). Cuando aparecio
el primordio de la espiga se quitaron todas las hojas por encima a excepcién de la inmediata
superior a la espiga, parte del tallo y la futura panoja. Se dej6 una planta sin desfoliar cada
tres plantas desfoliadas, para no comprometer el volumen de polen del ensayo, y por lo
tanto la granazon (Foto 1 y 2 en Anexo lll).Esta metodologia de defoliacion ha sido
ampliamente utilizada para reducir la intercepcion de radiacion durante el periodo critico del
cultivo, afectando la tasa de crecimiento y por consiguiente la fijacion de granos (Battaglia,

2014).Por ser muy facil su implementacion a campo se eligio esa técnica de estrés artificial.

Luego de R6se evaluaron las siguientes variables: numero de plantas por parcela, nimero
de espigas por parcela y rendimiento expresado en toneladas por hectarea. La cosecha se
realiz6 de forma manual una vez que el cultivo tenia menos de 14 % de humedad,
separando en bolsas cada familia con su correspondiente identificacion y cosechando luego
con una trilladora estética experimental. También se tomé el dato de humedad de la
muestra con humedimetro para corregir el dato de rendimiento si fuera necesario. A partir
del andlisis de los datos corregidos de cosecha se seleccionaron las diez peores y las diez

mejores lineas casi isogénicas segun esta variable.
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De forma paralela en los laboratorios de Dow Agrosciences en Indianapolis se realiz6 la
secuenciacién del genoma completo de los parentales (linea A HP y linea A HR) y de la
linea A convencional con el objetivo de determinar en qué puntos especificos del genoma
diferian y concentrarse en ellos para el estudio de las progenies. Se realizd0 una
secuenciacién de segunda generacién. Se utilizé “llumina HiSeq2000” a una profundidad
promedio de 20x (en promedio cada base fue secuenciada 20 veces). Las lecturas de
secuenciacion se mapearon con respecto al genoma de la linea de maiz B73 utilizando una
herramienta computacional que alinea lecturas de corta secuencia comparada con una
secuencia de referencia o genoma (Bioinformatics (2009) 25:1754-60). El sitio de
integracion del transgen se confirmé utilizando una combinacion de informacion de a pares
y de regiones flanqueantes conocidas. Los SNPs en genes se identificaron utilizando una
herramienta que permite manipular, analizar y visualizar archivos que guardan los

alineamientos de secuencia.

En Octubre de 2012 en el invernaculo de la planta experimental de Dow Agrosciences se
sembraron en macetas diferentes las 20 lineas seleccionadas. Se sacaron ocho discos de
hoja por cada linea, se liofilizaron y se enviaron a Indianapolis para su genotipificado. El
mismo fue realizado en los laboratorios de Dow Agrosciences Indianapolis, USA. Se
seleccionaron SNPs (polimorfismos de un solo nucle6tido) disponibles en el panel de
marcadores de la compafiia en las zonas polimorficas detectadas entre los parentales en
la secuenciacion, y se analizaron las lineas con esos marcadores. El objetivo fue encontrar
un patron de ausencia de un fragmento proveniente de la version de la linea HP en las
mejores lineas y presencia en las peores para asi determinar el o los fragmentos
responsables de la merma de rendimiento. EI ADN fue extraido de los discos de hoja
utilizando el “96 DNA Plant Kit” (Qiagen, Valencia, California) en la plataforma roboética
“AgilentBioCel 1800” usando una version modificada del protocolo de MagAttract (Bohlet.
al., 2010). Se utilizé el espectrofotometro denominado “Nano Drop 8000” (Thermo
Scientific, Wilmington, DE) para obtener cuantificacion de ADN y mediciones a 280nm y
260nm; asegurandose de que todas las muestras tuvieran una lectura aceptable de Ajso/2s0
(=1.8) para ADN puro y una concentracion aceptable de ADN para su uso en el protocolo
de llumina Infinium (entre 200 and 750 ng/ul).La preparacion de las muestras se realizé en
bandejas de 96 celdas y extensiones enziméticas de base simple para incorporar un
nucleétido identificado. Los objetivos gendémicos se hibridizaron a llumina 24-sample silica
HD Bead Chips, y la fluorescencia de dos colores se detect6 utilizando el sistema
“llumina’s iScanimaging”.El analisis de alelos se realizd utilizando la versién 2011.1 del

Software llllumina’s GenomeStudio. Los datos se exportaron en una tabla de formato
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muestra por locus. Aquellos graficos de cluster de locus que no mostraban una definicién
clara se eliminaron antes de exportarlos, asegurandose datos de marcadores de calidad.
Los marcadores en los que no ocurria segregacion entre las muestras fueron eliminados
de la tabla ya que no serian informativos en comparar el genotipo de la linea A HP con las
otras dos lineas de mayor rendimiento (HR y convencional). Los resultados del andlisis de

marcadores moleculares de las progenies se volcaron en tablas de cromosomas.

Para realizar el analisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa llamado Infostat
(version afio 2014) y el Modelo Estadistico utilizado fue el mismo para los dos ensayos y se

describe a continuacion:

Rendimiento (Kg/parcela) = media general+ efecto de la linea + efecto del estrés + efecto

de la interaccién linea por estrés + efecto de los bloques + error experimental
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RESULTADOS

Ensayos de Rendimiento y Seleccion de las mejores y peores lineas:

El andlisis estadistico indica que para ambos ensayos que el modelo es significativo. Hay
diferencias estadisticas entre los dos ambientes. También se observan diferencias
significativas entre las Lineas. Considerando los términos del modelo, la interaccion entre
NILs y el tipo de ambiente no es significativa por lo que podemos analizar ambos efectos
conjuntamente. Considerando el efecto estrés, el rendimiento es significativamente mayor
sin estrés que con estrés tomando el promedio para ambos ensayos. Al analizar el efecto de
los materiales o NILs, hay diferencias significativas de rendimiento entre los mismos. A
partir de los resultados del test de comparacion de medias (Anexo |; Tablas 5y 7) y de los
desvios estandares de cada material (Anexo |; Tablas 8 y 9) se seleccionaron las diez
peores y las diez mejores lineas para ser genotipificadas y comparadas entre si buscando el
0 los genes causantes de la merma. Los datos de rendimiento de las NILs elegidas se
encuentran en el Tabla 10.

Referencia | Material Ensayo | Rendimiento (Tn/ha)
mejor 1 LAHR/HP.0118.110-12-172-B | 1 3.45
mejor 2 LAHR/HP.0118.110-48-667-B | 2 6.81
mejor 3 LAHR/HP.0118.110-5-60-B 2 3.57
mejor 4 LAHR/HP.0119.104-13-179-B | 2 3.69
mejor 5 LAHR/HP.0119.104-50-720-B | 2 3.60
mejor 6 LAHR/HP.0151.142-15-214-B | 1 3.39
mejor 7 LAHR/HP.0151.142-27-384-B | 2 3.53
mejor 8 LAHR/HP.0151.142-33-462-B | 1 3.69
mejor 9 LAHR/HP.0151.142-38-532-B | 1 3.35
mejor 10 | LAHR/HP.0151.142-50-714-B | 1 3.70
peor 1 LAHR/HP.0157.143-6-73-B 1 1.61
peor 2 LAHR/HP.0113.101-19-264-B | 2 2.29
peor 3 LAHR/HP.0113.101-7-87-B 2 2.21
peor 4 LAHR/HP.0118.110-34-492-B | 2 2.48
peor 5 LAHR/HP.0118.110-43-602-B | 2 2.71
peor 6 LAHR/HP.0151.142-12-160-B | 1 1.64
peor 7 LAHR/HP.0151.142-6-82-B 1 1.74
peor 8 LAHR/HP.0157.143-20-280-B | 1 1.51
peor 9 LAHR/HP.0157.143-28-402-B | 2 2.55
peor 10 LAHR/HP.0157.143-47-667-B | 2 2.22
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Tabla 10: Denominacion de las mejores y peores lineas seleccionadas, rendimiento y

ensayo en el que participaron.

En el Anexo | se encuentran las tablas con los resultados del test de separaciones de
medias para los dos ensayos de comparacién de rendimiento de lineas realizados a campo.
Los tablas 4 y 5 corresponden al ensayo 1 y las tablas 6 y 7 corresponden al ensayo 2.
También se encuentran los graficos de rendimiento medio de las lineas por ensayo
(Gréficos 1 y 2).En el Anexo Il se encuentran los analisis estadisticos realizados para
ambos ensayos. Las tablas 17 y 18 corresponden al Ensayo 1 y los tablas 19 y 20
corresponden al Ensayo 2. Ademas, en el Anexo Il se encuentra el test de comparacién de

medias realizado entre las plantas seleccionadas de alto y bajo rendimiento (Tabla 23).

También fue calculado el Coeficiente de Variacion de cada ensayo en los ambientes con y

sin estrés. (Tabla 11 en el Anexo )
Secuenciacion de Lineas Parentales

Se identificaron 340699 SNPs polimérficos entre la linea A convencional y las versiones HP
y HR distribuidos en todos los cromosomas (Tablal2).

Cromosoma | Convencional vs HP | Convencional vs HR
1 6.397 7.657

2 61.267 61.879
3 2.815 1.192

4 597 1.685

5 429 1.324

6 308 177.125
7 1.295 1.215

8 430 1.110

9 284 910

10 329 12.451

Tabla 12: SNPs heteromorficos entre la linea Convencional y las versiones HR y HP.

Se observé que la version HP posee numerosos fragmentos heredados del padre donante,

muchos de los cuales no se encuentran en la version HR. Por ejemplo los fragmentos
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dispuestos en los cromosomas uno, tres y siete (ver Figuras 5, 7y 11 en el Anexo I). A su
vez, se observo que la version HR poseia numerosas regiones diferentes tanto a la versién
convencional como a la HP como es el caso en los cromosomas cuatro, cinco, seis, ocho,
nueve y diez. El alto nimero de SNPs polimérficos en el cromosoma dos es atribuido al
evento TC1507, ya que el mismo se inserta en esa regién, a un potencial arrastre por
ligamiento. La version HR tiene un polimorfismo similar en esa region. En el Anexo | se
encuentran las Figuras 5 a 14 que grafican el numero de SNPs polimérficos encontrados en
cada cromosoma al comparar las versiones HP y HR de la linea A con la versiéon
convencional en funcibn de la posicibn en el cromosoma. La frecuencia de SNPs
polimérficos de la version convencional vs la HP se encuentra a la izquierda y la version
Convencional vs la HR a la derecha. Las regiones graficadas representan segmentos del
genoma donante que han sido retenidas durante la introgresion.

Solamente el cinco por ciento de dichos SNPs polimérficos eran genes. El 95% restantes
pertenecian a regiones no codificantes del genoma y tenian por lo tanto baja a moderado

efecto sobre los genes.
Genotipificado de las 20 lineas seleccionadas.

En base a las regiones cromosémicas polimérficas encontradas entre las versiones de la
linea A, se seleccionaron SNPs pertenecientes al panel de genotipificado de alta densidad
de Dow AgroSciences. Esos marcadores presentes en los cromosomas uno, tres y siete, se
usaron para genotipificar las mejores y peores NILs y tratar de establecer si diferian entre
ellas en dichos SNPs. (Tabla 13).

NUumero de
Cromosoma marcadores % de cobertura
Uno 28 62,3
Tres 34 54,3
Siete 17 59,3

Tabla 13: Estadisticas de marcadores polimorficos entre los parentales.

Los resultados pueden observarse en las tablas de cromosomas (Tablas 14 a 16) que
muestran el genotipo de la version convencional comparada con la HP y con las 20 NILS

seleccionadas (diez mejores y diez peores para rendimiento).

18



cromosoma 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
posicion  28.38 29.62 33.64 33.64 54.15 54.4 58.38 58.38 80.06 80.57 20.82 109.83 111.17 111.3 111.7 112.5 112.93 114.64 116.43 120.15 121.32 122.45 159.72 159.82 160.67 180.29 181.89 182
plana
P [+ |
mejor 1
mejor2 KT N
mejor 3
mejor 4
mejor 5
mejor 6
mejor 7
mejor 8
mejor 9
mejor 10
peorl
peor 2
peor 3
peord
peor5
peor &
peor7
peor& H
peor9
peor 10

Tabla 14: Muestra por locus de la Linea A HP, linea A Convencional y las 20 NILS

seleccionadas en las regiones polimorficas detectadas en el cromosoma uno.Los
marcadores estan organizados por posicion en el cromosoma expresado en centiMorgan.
Los loci polimérficos estan codificados con colores distintos. El color verde (letra A)
representa el alelo de la linea Convencional (plana). El color rojo (letra B) representa al
alelo de la linea HP diferente a la convencional. El color amarillo (letra H) representa al

heterocigota.

La tabla 14 muestra que la linea convencional y la HP tienen alelos diferentes en varias
posiciones. Sin embargo, en el andlisis y comparacion de las mejores y peores, solo hay un
fragmento en el cual toda ellas difieren de la version convencional y se asemejan a la
version HP (posicion: 116.49 cM). Pero no hay diferencias alélicas entre las diez mejores y

las diez peores que expliquen la diferencia de rendimiento entre ellas.

cromosoma 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
posicion 0.31 1.22 1.22 598 6.94 10.84 11.44 1245 12,73 13.1 589 59.73 62.26 63.31 75.99 76.02 76.28 76.67 76.78 86.5 26.53 86.57 86.63 86.96 86.96 87.29 107.2 107.99 107.95 117.95 118.3 118.33
plana

mejor 9
mejor 10
peor 1
peor2
peor
peor4
peors
peor 6
peor 7
peorg
peor 9
peor 10

Tabla 15: Muestra por locus de la Linea A HP, linea A Convencional y las 20 NILS

seleccionadas en las regiones polimorficas detectadas en el cromosoma tres.
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En la Tabla 15 se observa que la linea convencional y la HP tienen alelos diferentes en
varias posiciones del cromosoma tres. Algunas de las mejores y peores difieren de la
version convencional (mejor dos, tres, cuatro, cinco y peor cuatro, cinco y ocho en la regién
0 a 1,22 CentiMorgan) pero varias son idénticas. No hay diferencias alélicas entre las diez

mejores y las diez peores que pudieran explicar la diferencia de rendimiento entre ellas.

cromosoma 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
posicion 36.29 36.39 36.39 48.51 52 52 52.74 53.34 5472 71.63 73.15 73.15 75.25 7F5.25 129.65 131.14 135.69
plana

mejor 2
mejor 3
mejor 4
mejor 5
mejor 6
mejor 7
mejor 8
mejor 9
mejor 10
peor 1
peor 2
peor 3
peor 4
peor s
peort
peor 7
peord
peor9
peor 10

Tabla 16: Tabla de muestra x locus de la Linea A HP, linea A Convencional y las 20 NILS

seleccionadas en las regiones polimoérficas detectadas en el cromosoma siete.

Con respecto a la Tablal6 la linea convencional y la HP tienen alelos diferentes en varias
posiciones del cromosoma siete. En el caso de las isolineas, la mayoria difieren de la
convencional (posicion: 73.15 cM) a excepcion de la mejor uno y mejor diez que son
idénticas a la Convencional. No hay diferencias alélicas que se repitan comparando las diez

mejores vs las diez peores y que pudieran explicar la diferencia de rendimiento entre ellas.

Por otro lado, el andlisis de los marcadores revel6 que una de las mejores NILs (la mejor
dos) era una fuera de tipo ya que en la mayoria de los marcadores se mostraba al estado
heterocigota (denominada mejor dos oLAHR/HP.0118.110-48-667-B).
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DISCUSION

Las conversiones de la linea A HP y HR se realizaron en el pasado con la asistencia de
marcadores moleculares del tipo micro satélites (SSRs). El mejoramiento asistido por
marcadores moleculares es de gran utilidad siempre y cuando se utilicen marcadores que
tengan la mayor precision posible o que posean una alta densidad de cobertura del
genoma. Por ejemplo los SNPs son los més precisos ya que detectan cambios en un solo
nucleotido, inserciones y/o deleciones mientras que los SSRs solo detectan cambios en el
largo de las secuencias repetitivas (Miah e tal., 2013). Ademas, Los SNPs son mas
abundantes que los SSRs por lo cual pueden etiquetar mayor cantidad de genes y pueden
ser mapeados potencialmente en cualquier regién del genoma (dentro de un gen, en el
espacio entre genes y en regiones no génicas). Los SSRs rara vez se encuentran dentro de
genes (Aggarwal y McEwan, 2014.Reporte interno de Dow Agrosciences). Si los
marcadores utilizados no tienen alta cobertura puede quedar una proporcion variable de
genoma del padredonante. Esto fue lo que ocurrié con la seleccion de las mejores versiones
de la linea A HP y HR utilizando marcadores del tipo SSRs. El uso de SNPs hubiera
disminuido el porcentaje de germoplasma residual del padre no recurrente en ambas

conversiones.

Este trabajo parte de la suposicién de que la versién HR y la version convencional eran
genotipicamente muy similares, tal como lo indicaban los datos fenotipicos, como
rendimiento a campo y otros parametros evaluados. Para facilitar la obtencién de una nueva
version HP se cruzé la versibon HR con la version HP, asumiendo que la progenie
segregante obtenida solo diferiria en pocos genes candidatos responsables de la merma de
rendimiento (los mismos que diferenciarian la version Convencional de la version HP). De
esta manera se tuvo la ventaja de obtener el gen TC1507 homocigota dominante en las
progenies facilitando la seleccién de una nueva versiéon con el evento. Posteriormente, con
la secuenciacion se verifico que la versibn HR posee segmentos nuevos que no estan en
ninguna de las otras dos versiones. Se descubrié que en el cromosoma seis habia mucho
arrastre por ligamiento (genes del donante alrededor del evento NK603) y que en los
cromosomas cuatro, cinco, ocho, nueve y diez habia numerosos fragmentos provenientes
del padre donante de la conversion. A la luz de los resultados de la secuenciacion puede
determinarse que el cruzamiento inicial mas adecuado para este estudio era la version HP

por la version convencional.
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El primer objetivo especifico de este trabajo era mapear los fragmentos cromosoémicos
responsables de la merma de rendimiento en la version HP de la linea A. Para ello se
analizaron las diez mejores y diez peores progenies de la cruza anteriormente mencionada
usando los marcadores polimorficos entre la versién convencional y la version HP.EI andlisis
realizado por este trabajo no permiti6 encontrar fragmentos candidatos en los que diferian
las mejores y las peores para esos marcadores polimérficos y que podrian explicar la
disminucion de rendimiento de la version HP. Por lo tanto no se pudo mapear el o los

fragmentos responsables de la merma. Esto podria deberse a las siguientes causas:

1) La densidad de marcadores usados en las regiones detectadas no fue suficiente
para encontrar el o los fragmentos responsables. Para las progenies seleccionadas
se corrieron solo los marcadores disponibles en el panel de Dow Agrosciences, no
usando la secuenciacién para descubrir y aplicar los nuevos SNPs detectados. Es
posible que la merma se deba a fragmentos cromosémicos muy pequefios

posicionados entre los marcadores, que no quedan expuesto analizando los mismos.

2) Se usaron marcadores s6lo en las regiones y cromosomas que mas polimorfismo
presentaban luego de la secuenciacién de los parentales pero las diferencias de
rendimiento puede haber estos ocasionadas por muchos genes menores en otros
cromosomas. Si se compara la version de la linea A HP vs la Convencional, a
excepcion del cromosoma seis y diez y del dos (por el evento) todos los demas
cromosomas muestran muchas regiones polimorficas entre ambas versiones con

baja frecuencia.

3) El ensayo a campo no fue lo suficientemente preciso y la seleccién de las diez
mejores y diez peores fue incorrecta. Se analizaron los Coeficientes de Variacion de
los ensayos de rendimiento y se observd que los CV promedios fueron
relativamente altos y esto se debid principalmente al ambiente con estrés. (Tabla
12). El Coeficiente de variacion (CV) ha sido usado por muchos afios por
investigadores para determinar la validez de los ensayos de rendimiento (Bowman y
Watson, 1997), ya que estima cuanto de la variabilidad observada en el ensayo se
debe al azar. Mantener el error experimental bajo, incrementar la heredabilidad del
rendimiento y minimizar el CV son desafios de cualquier programa que intente
seleccionar materiales en condiciones de estrés. (Banziger et al., 2000). Se pudo
observar que en el ensayo con mas repeticiones el CV en ambientes de estrés es

menor por lo que el nUmero de repeticiones podria ayudar a disminuir el CV.
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Se buscaba el efecto de unos pocos genes a partir de datos de rendimiento, un caracter
complejo y poligénico. Como mencionan Hoisington y Ribaut (1998) la dificultad de
manipular caracteres cuantitativos se debe a su complejidad genética, principalmente al
namero de genes involucrados en su expresion y a la interaccion entre genes (epistasis) y
con el ambiente. El o los fragmentos responsables de la merma de rendimiento en la linea A
HP seria sélo uno de ellos. Por esta razon, la repeticion de ensayo a campo contribuiria a
caracterizar de manera correcta los efectos génicos y para evaluar su estabilidad en los
distintos ambientes. Se podrian haber evaluado otros caracteres asociados a la merma de
rendimiento como numero de plantas estériles, o Intervalo floracion masculina y femenina,
considerando que estdn determinados por un menor ndmero de genes, y menos

influenciados por el ambiente.

4) Las progenies utilizadas no eran realmente lineas casi isogénicas, ya que la version
HR contenia fragmentos no presentes en la HP, haciendo que éstos segregaran en
la progenie, ademas del o los fragmento responsable de la merma. Esto pudo haber
determinado que las progenies elegidas como mejores o peores no se deban
Gnicamente a la ausencia o presencia de los fragmentos de la version HP

respectivamente, sino también a otros fragmentos heredados de la version HR.

El segundo objetivo especifico de este trabajo era determinar si los fragmentos del donante
causantes de la merma de rendimiento habian sido heredados por arrastre de ligamiento al
evento transgénico o si se encontraban en otra posicién del genoma. Como no fue posible
identificar los fragmentos causantes de la merma y su posicion en el genoma, no se pudo
determinar si la misma se debe a arrastre por ligamiento o a fragmentos heredados en
cualquier otra parte del genoma a través del mapeo. Muchos estudios (Stam and
Zevenl981; Young and Tanksley1989;Hospital 2001) han demostrado que la mayoria del
germoplasma residual del padre no recurrente en una conversion dada esta altamente
ligada al gen de interés (arrastre por ligamiento) y es atribuible a la baja probabilidad de
recombinantes dobles muy cerca del locus objetivo (Peng et al., 2014).En contraste, los
resultados de la secuenciacion de la linea A en sus tres versiones (Figura 5) indicarian que
es altamente probable que la merma de rendimiento no esté causada por genes ligados al
evento TC1507ya que el numero y distribucion de SNPs polimoérficos entre la version HP y
la version HR en el cromosoma dos son similares, siendo la version HP la que presenta la
merma de rendimiento y no la HR. Sin embargo, no es posible descartar que la merma de
rendimiento no se deba efectivamente a arrastre por ligamiento. Es posible que en el caso

de la versibn HR el rendimiento no se vea disminuido comparando con la version
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convencional debido a la presencia de otras regiones que no estan presentes en la HP y
gue estén compensando la merma causada por arrastre por ligamiento. Las regiones en los
cromosomas cuatro, cinco, seis, ocho, nueve y diez de la linea A HR anteriormente

mencionados podrian explicar esta compensacion.

A partir de los resultados no se puede seleccionar una mejor version sin el o los fragmentos
no deseados ya que si bien se obtuvieron lineas HP con rendimiento comparable con la

linea convencional, no se encontraron los fragmentos candidatos causantes de la merma.
Algunos pasos a seguir en el futuro para cumplir con los objetivos planteados son:

1. Realizar el cruzamiento de la linea HP por la convencional y endocriarlas hasta
obtener verdaderas lineas casi isogénicas (NILs).

2. Usar los resultados de la secuenciacion para descubrir, validar y posteriormente

aplicar los SNPs polimorficos detectados.

3. Realizar ensayos a campo con muchas repeticiones con el fin de minimizar el error
experimental. Medir caracteres menos cuantitativos como numero de plantas

estériles, Intervalo floracién masculina y femenina, etc.
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CONCLUSIONES

A través del andlisis de las secuencias de las versiones Convencional, HP y HR de la linea
A, se observé que ambas versiones transgénicas diferian en varias posiciones del genoma
comparadas con la convencional, y entre ellas. Los marcadores SSRs usados en el pasado

para las conversiones no fueron exitosos en recuperar el genoma del padre recurrente.

La localizacién del fragmento responsable de la merma en la version HP usando progenies
derivados de la cruza HR x HP no fue exitosa. La existencia de mudltiples fragmentos
segregantes por la causa mencionada en el parrafo anterior, el uso de SNPs con cobertura
insuficiente, y las dificultades de realizar ensayos para medir caracteres poligénicos en

ambientes de estrés podrian explicar ese resultado.

Al no haberse identificado los fragmentos y su posicién, tampoco puede concluirse si estos
fueron heredados por arrastre por ligamiento. Sin embargo, las secuencias de las versiones
HP y HR en el cromosoma dos alrededor del evento TC1507 son muy similares, indicando
gue hay altas probabilidades de que los fragmentos se encuentren en otra posicién del

genoma.

Se seleccionaron versiones de la linea A HP mejoradas, pero sin la posibilidad de asegurar

gue los fragmentos responsables de la merma estén ausentes en los mismos.

Se identificaron posibilidades de mejora para probar la hipétesis planteada y cumplir con los

objetivos del trabajo en el futuro.
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ANEXO I|: Tablas y Figuras de la Seccion Resultados

Ambiente Media Rendimiento (TN/HA) N Agrupamiento por letras (LSD
Fisher)

Sin estrés 3,49 259 A

Con estrés 1,58 260 B

Tabla 4: Test de separacion de Medias del Ensayo comparativo de rendimiento de lineas
namero uno comparando los dos ambientes: Con y sin estrés. Las Letras distintas indican

diferencias significativas (p<=0,05).

DMS=0,11965
Error: 0,4788
GL: 244
Media
de Error
Linea rendimi N esta Agrupamiento por letras (LSD Fisher)
ento ndar
(TN/HA)
LA 8
4,07 0,24 | A
LAHR/HP.0151 4
.142-50-714-B 3,70 035|A B
LAHR/HP.0151 4
.142-33-462-B 3,69 035 |A B
LAHR/HP.0118 4
.110-12-172-B 3,45 035|A B C
LAHR/HP.0151 4
.142-15-214-B 3,39 035|A B C D
LAHR/HP.0151 4
.142-38-532-B 3,35 035|A B C D E
LAHR/HP.0119 3
.104-46-652-B 3,27 042|A B C D E F
LAHR/HP.0151 3
.142-19-269-B 3,21 042|A B C D E F G
LAHR/HP.0113 4
.101-15-213-B 3,19 0,35 B C D E F G
LAHR/HP.0118 4
.110-6-83-B 3,16 0,35 B C D E F G
LAHR/HP.0118 3
.110-29-403-B 3,15 0,42 B C D E F G H
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LAHR/HP.0151
.142-39-555-B

3,14

0,35

LAHR/HP.0119
.104-15-215-B

3,13

0,35

LAHR

3,09

0,3

LAHR/HP.0118
.110-31-452-B

3,08

0,42

LAHR/HP.0157
.143-25-356-B

3,08

0,35

LAHR/HP.0151
.142-41-583-B

3,04

0,35

LAHR/HP.0119
.104-45-640-B

3,03

0,35

LAHR/HP.0118
.110-19-275-B

3,02

0,42

LAHR/HP.0119
.104-39-557-B

3,00

0,35

LAHR/HP.0157
.143-3-35-B

2,99

0,35

LAHR/HP.0113
.101-23-328-B

2,98

0,42

LAHR/HP.0119
.104-33-467-B

2,97

0,35

LAHR/HP.0157
.143-16-218-B

2,97

0,35

LAHR/HP.0151
.142-31-445-B

2,96

0,35

LAHR/HP.0118
.110-36-513-B

2,96

0,35

LAHR/HP.0118
.110-44-623-B

2,95

0,35

LAHR/HP.0118
.110-11-151-B

2,95

0,42

LAHR/HP.0157
.143-44-627-B

2,94

0,35

LAHR/HP.0119
.104-35-495-B

2,90

0,35

LAHR/HP.0118
.110-9-123-B

2,90

0,42

LAHR/HP.0157
.143-26-367-B

2,90

0,35

LAHR/HP.0119
.104-10-145-B

2,87

0,35

LAHR/HP.0118
.110-30-425-B

2,81

0,35

LAHR/HP.0113
.101-14-196-B

2,80

0,42

LAHR/HP.0113
.101-8-111-B

2,78

0,35

LAHR/HP.0118
.110-26-368-B

2,78

0,35

LAHR/HP.0119
.104-26-369-B

2,77

0,35

LAHR/HP.0113
.101-37-527-B

2,77

0,35
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LAHR/HP.0118
.110-1-11-B

2,76

0,35

LAHR/HP.0151
.142-46-643-B

2,76

0,35

LAHP

2,75

0,26

LAHR/HP.0151
142-11-146-B

2,75

0,42

LAHR/HP.0113
.101-6-77-B

2,75

0,35

LAHR/HP.0113
.101-9-126-B

2,74

0,35

LAHR/HP.0118
.110-21-293-B

2,73

0,42

LAHR/HP.0119
.104-27-377-B

2,73

0,35

LAHR/HP.0119
.104-38-538-B

2,73

0,42

LAHR/HP.0119
.104-41-585-B

2,73

0,35

LAHR/HP.0151
.142-3-37-B

2,70

0,35

LAHR/HP.0151
.142-2-26-B

2,69

0,42

LAHR/HP.0151
142-29-414-B

2,68

0,42

LAHR/HP.0157
.143-35-500-B

2,68

0,35

LAHR/HP.0151
.142-32-458-B

2,67

0,35

LAHR/HP.0113
.101-17-235-B

2,67

0,35

LAHR/HP.0157
.143-14-185-B

2,62

0,35

LAHR/HP.0157
.143-33-463-B

2,61

0,35

LAHR/HP.0119
.104-32-460-B

2,60

0,35

LAHR/HP.0151
.142-49-693-B

2,59

0,35

LAHR/HP.0157
.143-15-200-B

2,57

0,35

LAHR/HP.0118
.110-46-639-B

2,57

0,35

LAHR/HP.0119
.104-1-12-B

2,56

0,42

LAHR/HP.0157
.143-42-590-B

2,56

0,35

LAHR/HP.0118
.110-45-630-B

2,55

0,42

LAHR/HP.0119
.104-22-314-B

2,55

0,35

LAHR/HP.0119
.104-2-22-B

2,55

0,49

LAHR/HP.0151
.142-40-566-B

2,52

0,35
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LAHR/HP.0157
.143-32-456-B

2,50

0,35

LAHR/HP.0113
.101-16-221-B

2,50

0,35

LAHR/HP.0157
.143-17-230-B

2,50

0,35

LAHR/HP.0119
.104-18-247-B

2,49

0,35

LAHR/HP.0119
.104-25-350-B

2,49

0,35

LAHR/HP.0118
.110-23-331-B

2,48

0,35

LAHR/HP.0151
.142-42-594-B

2,47

0,35

LAHR/HP.0118
.110-2-21-B

2,47

0,35

LAHR/HP.0157
.143-7-98-B

2,46

0,35

LAHR/HP.0113
.101-11-145-B

2,46

0,35

LAHR/HP.0157
.143-37-525-B

2,46

0,35

LAHR/HP.0113
.101-13-184-B

2,45

0,35

LAHR/HP.0157
.143-49-693-B

2,45

0,35

LAHR/HP.0157
.143-1-6-B

2,45

0,35

LAHR/HP.0113
.101-10-141-B

2,44

0,35

LAHR/HP.0118
.110-25-355-B

2,44

0,35

LAHR/HP.0113
.101-27-372-B

2,43

0,35

LAHR/HP.0119
.104-7-100-B

2,42

0,35

LAHR/HP.0118
.110-13-186-B

2,40

0,42

LAHR/HP.0157
.143-30-423-B

2,40

0,35

LAHR/HP.0157
.143-24-341-B

2,40

0,35

LAHR/HP.0157
.143-10-141-B

2,39

0,42

LAHR/HP.0151
.142-31-433-B

2,39

0,35

LAHR/HP.0118
.110-4-42-B

2,36

0,42

LAHR/HP.0113
.101-30-424-B

2,36

0,35

LAHR/HP.0157
.143-22-313-B

2,36

0,42

LAHR/HP.0119
.104-6-81-B

2,35

0,35

LAHR/HP.0157
.143-40-565-B

2,33

0,35
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LAHR/HP.0118

.110-27-381-B 2,32 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0113

.101-34-473-B 2,31 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0151

.142-24-341-B 2,30 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-38-543-B 2,29 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-23-320-B 2,29 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-13-178-B 2,28 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0151

.142-26-370-B 2,27 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0119

.104-24-336-B 2,27 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-50-715-B 2,27 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0119

.104-36-507-B 2,24 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0113

.101-12-165-B 2,23 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-11-155-B 2,20 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0119

.104-21-298-B 2,19 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0113

.101-1-5-B 2,18 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-5-66-B 2,17 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0118

.110-16-221-B 2,15 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-21-295-B 2,11 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0113

.101-25-344-B 2,11 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-46-649-B 2,10 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0157

.143-2-16-B 2,08 0,35 M N O Q
LAHR/HP.0118

.110-17-246-B 2,05 0,42 M N O Q
LAHR/HP.0113

.101-18-258-B 2,01 0,35 M N O P Q
LAHR/HP.0118

.110-28-399-B 2,00 0,35 M N O P Q
LAHR/HP.0119

.104-34-489-B 1,97 0,42 M N O P Q
LAHR/HP.0113

.101-22-313-B 1,96 0,42 M N O P Q
LAHR/HP.0157

.143-9-124-B 1,95 0,32 M N O P Q
LAHR/HP.0118

.110-34-482-B 1,95 0,42 M N O P Q
LAHR/HP.0113

.101-39-539-B 1,95 0,35 M N O P Q
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LAHR/HP.0151 4

.142-35-490-B 1,95 0,35 K L M N O P Q R
LAHR/HP.0151 4

.142-45-633-B 1,94 0,35 K L M N O P Q R
LAHR/HP.0157 4

.143-45-643-B 1,92 0,35 L M N O P QR
LAHR/HP.0119 4

.104-47-673-B 1,92 0,35 L M N O P Q R
LAHR/HP.0157 4

.143-18-249-B 1,90 0,35 M N O P Q R
LAHR/HP.0113 4

.101-20-281-B 1,80 0,35 N O P Q R
LAHR/HP.0119 4

.104-42-602-B 1,77 0,35 N O P Q R
LAHR/HP.0151 3

.142-6-82-B 1,74 0,42 N O P Q R
LAHR/HP.0157 4

.143-31-440-B 1,74 0,35 O P Q R
LAHR/HP.0151 4

.142-48-682-B 1,70 0,35 P Q R
LAHR/HP.0151 4

.142-12-160-B 1,64 0,35 Q R
LAHR/HP.0157 4

.143-6-73-B 1,61 0,35 R
LAHR/HP.0157 3

.143-8-103-B 1,53 0,42 R
LAHR/HP.0157 3

.143-20-280-B 1,51 0,42 R

Tabla 5: Test de separacién de medias del Ensayo comparativo de rendimiento de lineas

namero 1 comparando los distintos materiales (NILs).Las Letras distintas indican diferencias

significativas (p<=0,05).

DMS=0.99776
Error: 0.4788

Grados de libertad: 244

Ambiente Media rendimiento (TN/HA) N Agrupamiento por letras (LSD Fisher)
Sin estrés 4,08 299 | A
Con estrés 2,09 294 | B

Tabla 6: Test de separacién de Medias del Ensayo comparativo de rendimiento de lineas

namero 2 comparando los dos ambientes: Con y sin estrés. Las Letras distintas indican

diferencias significativas (p<=0.05).

DMS=0.09504
Error: 0.3467

Grados de libertad:
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.0151.142-50-714-B
.0151.142-15-214-B
.0151.142-19-269-B
.0118.110-29-403-B

.0151.142-41-583-B
.0119.104-39-557-B
.0157.143-16-218-B
.0151.142-31-445-B
.0157.143-44-627-B
.0119.104-35-495-B
.0113.101-14-196-B
.0113.101-37-527-B

.0119.104-38-538-B

.0151.142-29-414-B
.0157.143-14-185-B
.0151.142-49-693-B
.0157.143-42-590-B
.0119.104-22-314-B
.0157.143-17-230-B
.0119.104-25-350-B

.0113.101-11-145-B
.0157.143-49-693-B
.0113.101-10-141-B
.0157.143-24-341-B
.0151.142-31-433-B
.0113.101-30-424-B
.0157.143-40-565-B
.0151.142-24-341-B
.0157.143-13-178-B
.0151.142-26-370-B
.0157.143-11-155-B

.0157.143-21-295-B
.0118.110-17-246-B
.0119.104-34-489-B
.0113.101-39-539-B
.0151.142-45-633-B
.0157.143-18-249-B
.0157.143-31-440-B
.0151.142-12-160-B
.0157.143-20-280-B

M Rendimiento Promedio (TN/HA)

LAHR

.0118.110-1-11-B

LAHP

.0151.142-3-37-B

.0118.110-2-21-B

.0157.143-5-66-B

0,00

0,50

1,00

1,50 2,00 2,50 3,00

3,5

Gréfico 1: Rendimiento Promedio de las Lineas evaluadas en el ensayo 1 (ay b).

Linea

Promedio
rendimien
to (TN/HA)

Error
estandar

Agrupamiento por letras (LSD Fisher)

LAHR/HP.011
8.110-48-667-

B

6,81

0,22

LA

3,90

16

0,15
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LAHR/HP.011

9.104-13-179- c
B 3,69 8 0,21
LAHR c D
3,62 8 0,21
LAHR/HP.011
9.104-50-720- c b E
B 3,60 8 0,21
LAHR/HP.011 c D E
8.110-5-60-B 3,57 8 0,21
LAHR/HP.015
1.142-27-384- C D E
B 3,53 8 0,21
LAHR/HP.0118 c b E
.110-41-579-B 3,51 8 0,21
LAHR/HP.0119 c Db E
.104-14-195-B 3,46 8 0,21
LAHR/HP.0113 c b E
.101-28-390-B 3,43 7 0,22
LAHR/HP.0151 c b E
142-22-311-B 340 | 8 0,21
LAHP I
339 | 16 0,15
LAHR/HP.0151 PR
142-14-197-B 3,38 8 0,21
LAHR/HP.0157 c b E
143-19-271-B 3,36 8 0,21
LAHR/HP.0151 c b E
142-13-176-B 3,31 8 0,21
LAHR/HP.0151 c b E N
.142-8-106-B 3,30 7 0,22
LAHR/HP.0119 c b E N
.104-48-692-B 3,28 8 0,21
LAHR/HP.0119 c b E N
.104-23-330-B 3,27 8 0,21
LAHR/HP.0113 c b E N
.101-35-489-B 3,26 8 0,21
LAHR/HP.0151 c b E N
.142-1-1-B 3,26 8 0,21
LAHR/HP.0118 c b E N
.110-42-596-B 3,26 8 0,21
LAHR/HP.0119 c b E N
.104-9-130-B 3,25 8 0,21
LAHR/HP.0119 c b E N
.104-40-568-B 3,23 8 0,21
LAHR/HP.0157 c b E N
143-4-48-B 320 | 8 0,21
LAHR/HP.0118 c b E N
.110-37-534-B 3,19 7 0,22
LAHR/HP.0119 c b E N
.104-8-111-B 3,18 8 0,21
LAHR/HP.0151 c b E N
142-7-95-B 3,16 7 0,22 0
LAHR/HP.0151 PR N
.142-37-520-B 315 | 8 0,21 Q
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LAHR/HP.0113
.101-32-453-B

3,12

0,21

LAHR/HP.0119
.104-30-432-B

3,10

0,21

LAHR/HP.0118
.110-3-31-B

3,09

0,21

LAHR/HP.0119
.104-11-157-B

3,09

0,21

LAHR/HP.0119
.104-44-636-B

3,09

0,21

LAHR/HP.0119
.104-31-441-B

3,09

0,21

LAHR/HP.0119
.104-20-279-B

3,08

0,22

LAHR/HP.0119
.104-4-55-B

3,08

0,21

LAHR/HP.0151
.142-28-398-B

3,04

0,21

LAHR/HP.0119
.104-46-661-B

3,03

0,21

LAHR/HP.0119
.104-3-39-B

3,02

0,21

LAHR/HP.0151
.142-5-70-B

3,01

0,22

LAHR/HP.0151
.142-23-326-B

3,00

0,21

LAHR/HP.0113
.101-29-404-B

2,99

0,21

LAHR/HP.0151
142-17-244-B

2,97

0,21

LAHR/HP.0113
.101-36-506-B

2,96

0,21

LAHR/HP.0157
.143-12-161-B

2,96

0,21

LAHR/HP.0151
.142-16-223-B

2,95

0,22

LAHR/HP.0113
.101-21-300-B

2,95

0,21

LAHR/HP.0118
.110-49-681-B

2,94

0,21

LAHR/HP.0118
.110-40-563-B

2,94

0,21

LAHR/HP.0113
.101-33-464-B

2,93

0,21

LAHR/HP.0118
.110-10-142-B

2,90

0,21

LAHR/HP.0113
.101-24-338-B

2,88

0,21

LAHR/HP.0157
.143-35-492-B

2,87

0,21

LAHR/HP.0113
.101-26-365-B

2,87

0,21

LAHR/HP.0113
.101-2-18-B

2,86

0,21

LAHR/HP.0151
.142-43-609-B

2,85

0,21
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LAHR/HP.0151

.142-34-478-B 2,84 7 0,22 Q R S

LAHR/HP.0118 L M N O P
.110-39-556-B 2,83 7 0,22 Q R S

LAHR/HP.0151 L M N O P

.142-25-347-B 2,80 7 0,22 Q R S T

LAHR/HP.0118 L M N O P

.110-33-469-B 2,79 8 0,21 Q R S T

LAHR/HP.0113 L M N O P

.101-42-557-B 2,78 8 0,21 Q R S T

LAHR/HP.0157 L M N O P

.143-27-387-B 2,76 7 0,22 Q R S T

LAHR/HP.0157 M N O P Q
.143-43-610-B 2,76 8 0,21 R S T

LAHR/HP.0157 N O P Q
.143-48-681-B 2,73 8 0,21 R S T U

LAHR/HP.0119 N O P Q
.104-37-530-B 2,72 8 0,21 R S T U

LAHR/HP.011

8.110-43-602- N O P Q
B 2,71 8 0,21 R S T U

LAHR/HP.0119 o P Q
.104-49-707-B 2,67 8 0,21 R S T U

LAHR/HP.0151 P Q

.142-20-279-B 2,60 8 0,21 R S T U

LAHR/HP.015

7.143-28-402- Q

B 2,55 7 0,22 R S T U

LAHR/HP.011

8.110-34-492- R
B 2,48 6 0,24 S T U

LAHR/HP.011

3.101-19-264-

B 2,29 8 0,21 S T U

LAHR/HP.015

7.143-47-667-

B 2,22 8 0,21 T U

LAHR/HP.011

3.101-7-87-B 2,21 8 0,21 T U

LAHR/HP.0113

.101-31-434-B 2,15 8 0,21 U

Tabla 7: Test de separacién de medias del Ensayo comparativo de rendimiento de lineas

namero 2 comparando los distintos materiales (NILs). Las Letras distintas indican

diferencias significativas (p<=0.05).

MDS=0.58056
Error: 0.3460
GL: 442
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M RendimientoPromedio(TN/HA)

LA

LAHR

.0118.110-5-60-B

.0118.110-41-579-B

.0113.101-28-390-B

LAHP

.0157.143-19-271-B

.0151.142-8-106-B

.0119.104-23-330-B

.0151.142-1-1-B

.0119.104-9-130-B

.0157.143-4-48-B

.0119.104-8-111-B

.0151.142-37-520-B

.0119.104-30-432-B

.0119.104-44-636-B

.0118.110-3-31-B

.0119.104-20-279-B

.0119.104-46-661-B

.0151.142-5-70-B

.0113.101-29-404-B

.0157.143-12-161-B
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Gréfico 2: Rendimiento Promedio de las lineas evaluadas en el ensayo 2 (ay b)

Ensayo

CV con estrés

CV sin estrés

CV promedio

36,81

21,59

26,99
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2 23,56

16,12 18,9

Tabla 11: Coeficiente de Variacion (CV) promedio de cada ensayo y separado por

ambientes.

Linea Desvio estandar
LAHR/HP.0118.110-17-246-B 0,0370
LAHR/HP.0157.143-46-649-B 0,3267
LAHR/HP.0157.143-6-73-B 0,3841
LAHR/HP.0157.143-32-456-B 0,4686
LAHR/HP.0118.110-34-482-B 0,4699
LAHR/HP.0113.101-39-539-B 0,4798
LAHR 0,5650
LAHR/HP.113.11-1-5-B 0,6559
LAHR/HP.0157.143-26-367-B 0,6613
LAHR/HP.0151.142-12-160-B 0,6673
LAHR/HP.0113.101-10-141-B 0,6748
LAHR/HP.0113.101-8-111-B 0,6748
LAHR/HP.0157.143-14-185-B 0,6973
LAHR/HP.0113.101-12-165-B 0,7053
LAHR/HP.0113.101-17-235-B 0,7304
LAHR/HP.0113.101-11-145-B 0,7354
LAHR/HP.0119.104-25-350-B 0,7486
LAHR/HP.0118.110-4-42-B 0,7578
LAHR/HP.0118.110-25-355-B 0,7674
LAHR/HP.0113.101-18-258-B 0,7751
LAHR/HP.0118.110-45-630-B 0,7809
LAHR/HP.0113.101-22-313-B 0,8050
LAHR/HP.0119.104-47-673-B 0,8121
LAHR/HP.0157.143-13-178-B 0,8163
LAHR/HP.0113.101-23-328-B 0,8281
LAHR/HP.0118.110-12-172-B 0,8387
LAHR/HP.0118.110-21-293-B 0,8424
LAHR/HP.0118.110-11-151-B 0,8495
LAHR/HP.0151.142-45-633-B 0,8822
LAHR/HP.0113.101-20-281-B 0,8869
LAHR/HP.0151.142-3-37-B 0,9013
LAHR/HP.0151.142-31-445-B 0,9025
LAHR/HP.0119.104-41-585-B 0,9286
LAHR/HP.0151.142-48-682-B 0,9408
LAHR/HP.0119.104-45-640-B 0,9622
LAHR/HP.0157.143-16-218-B 0,9659
LAHR/HP.0157.143-20-280-B 0,9733
LAHR/HP.0118.110-26-368-B 0,9874
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LAHR/HP.0119.104-36-507-B 0,9976
LAHR/HP.0151.142-50-714-B 1,0008
LAHR/HP.0119.104-10-145-B 1,0056
LAHR/HP.0113.101-16-221-B 1,0164
LAHR/HP.0113.101-6-77-B 1,0298
LAHR/HP.0151.142-26-370-B 1,0383
LAHR/HP.0119.104-18-247-B 1,0439
LAHR/HP.0157.143-17-230-B 1,0587
LAHR/HP.0119.104-32-460-B 1,0615
LAHR/HP.0118.110-2-21-B 1,0739
LAHR/HP.0157.143-45-643-B 1,0747
LAHR/HP.0113.101-34-473-B 1,0753
LAHR/HP.0113.101-30-424-B 1,0770
LAHR/HP.0113.101-13-184-B 1,1127
LAHR/HP.0119.104-42-602-B 1,1358
LAHR/HP.0151.142-38-532-B 1,1448
LAHR/HP.0118.110-6-83-B 1,1464
LAHR/HP.0118.110-9-123-B 1,1476
LAHR/HP.0151.142-6-82-B 1,1549
LA 1,1642
LAHR/HP.0119.104-21-298-B 1,1644
LAHR/HP.0157.143-49-693-B 1,1699
LAHR/HP.0157.143-21-295-B 1,1723
LAHP 1,1747
LAHR/HP.0151.142-15-214-B 1,1863
LAHR/HP.0118.110-29-403-B 1,1890
LAHR/HP.0157.143-33-463-B 1,1994
LAHR/HP.0151.142-35-490-B 1,2021
LAHR/HP.0151.142-41-583-B 1,2105
LAHR/HP.0119.104-33-467-B 1,2175
LAHR/HP.0151.142-49-693-B 1,2213
LAHR/HP.0118.110-19-275-B 1,2246
LAHR/HP.0157.143-18-249-B 1,2378
LAHR/HP.0157.143-8-103-B 1,2438
LAHR/HP.0119.104-22-314-B 1,2440
LAHR/HP.0113.101-25-344-B 1,2468
LAHR/HP.0157.143-50-715-B 1,2612
LAHR/HP.0119.104-7-100-B 1,2778
LAHR/HP.0118.110-13-186-B 1,2936
LAHR/HP.0118.110-16-221-B 1,3141
LAHR/HP.0151.142-33-462-B 1,3159
LAHR/HP.0157.143-23-320-B 1,3351
LAHR/HP.0119.104-6-81-B 1,3519
LAHR/HP.0157.143-25-356-B 1,3534
LAHR/HP.0157.143-2-16-B 1,3564
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LAHR/HP.0157.143-30-423-B 1,3609
LAHR/HP.0151.142-11-146-B 1,3725
LAHR/HP.0157.143-9-124-B 1,3741
LAHR/HP.0157.143-7-98-B 1,3843
LAHR/HP.0119.104-35-495-B 1,3867
LAHR/HP.0113.101-37-527-B 1,3963
LAHR/HP.0157.143-5-66-B 1,3974
LAHR/HP.0157.143-31-440-B 1,4090
LAHR/HP.0119.104-34-489-B 1,4281
LAHR/HP.0157.143-24-341-B 1,4322
LAHR/HP.0118.110-23-331-B 1,4396
LAHR/HP.0118.110-44-623-B 1,4569
LAHR/HP.0157.143-40-565-B 1,4616
LAHR/HP.0119.104-24-336-B 1,4827
LAHR/HP.0157.143-10-141-B 1,4828
LAHR/HP.0151.142-40-566-B 1,4828
LAHR/HP.0157.143-22-313-B 1,5159
LAHR/HP.0151.142-42-594-B 1,5190
LAHR/HP.0157.143-35-500-B 1,5224
LAHR/HP.0119.104-1-12-B 1,5280
LAHR/HP.0118.110-30-425-B 1,5513
LAHR/HP.0113.101-14-196-B 1,5663
LAHR/HP.0118.110-46-639-B 1,5696
LAHR/HP.0119.104-39-557-B 1,5790
LAHR/HP.0151.142-29-414-B 1,5816
LAHR/HP.0119.104-27-377-B 1,5897
LAHR/HP.0157.143-3-35-B 1,5995
LAHR/HP.0157.143-1-6-B 1,6080
LAHR/HP.0118.110-28-399-B 1,6119
LAHR/HP.0157.143-37-525-B 1,6164
LAHR/HP.0113.101-15-213-B 1,6172
LAHR/HP.0151.142-31-433-B 1,6258
LAHR/HP.0113.101-27-372-B 1,6500
LAHR/HP.0119.104-26-369-B 1,6662
LAHR/HP.0118.110-1-11-B 1,6744
LAHR/HP.0151.142-39-555-B 1,6746
LAHR/HP.0151.142-24-341-B 1,6871
LAHR/HP.0151.142-32-458-B 1,6886
LAHR/HP.0151.142-46-643-B 1,6932
LAHR/HP.0119.104-2-22-B 1,6978
LAHR/HP.0157.143-11-155-B 1,6987
LAHR/HP.0157.143-38-543-B 1,7079
LAHR/HP.0118.110-31-452-B 1,7113
LAHR/HP.0157.143-15-200-B 1,7167
LAHR/HP.0113.101-9-126-B 1,7367

42



LAHR/HP.0118.110-36-513-B 1,7457
LAHR/HP.0151.142-19-269-B 1,7586
LAHR/HP.0118.110-27-381-B 1,7763
LAHR/HP.0157.143-42-590-B 1,7897
LAHR/HP.0119.104-46-652-B 1,7962
LAHR/HP.0157.143-44-627-B 1,9216
LAHR/HP.0119.104-15-215-B 2,0554
LAHR/HP.0151.142-2-26-B 2,1914
LAHR/HP.0119.104-38-538-B 2,5055

Tabla8: Desvio estandar de cada material testeado en el ensayo uno. Los materiales estan

ordenados del menor al mayor desvio.

Linea Desvio estandar

LAHR/HP.0151.142-20-279-B 0,7001
LAHR/HP.0157.143-12-161-B 0,7560
LAHR/HP.0113.101-26-365-B 0,8270
LAHR/HP.0151.142-17-244-B 0,8417
LAHR/HP.0113.101-33-464-B 0,8438
LAHR/HP.0119.104-40-568-B 0,8698
LAHR/HP.0151.142-34-478-B 0,8830
LAHR/HP.0151.142-25-347-B 0,8878
LA 0,8884
LAHR/HP.0113.101-29-404-B 0,8913
LAHR/HP.0151.142-14-197-B 0,9322
LAHR/HP.0119.104-8-111-B 0,9533
LAHR/HP.0157.143-19-271-B 0,9554
LAHR/HP.0118.110-42-596-B 0,9597
LAHR/HP.0119.104-46-661-B 1,0082
LAHR/HP.0151.142-43-609-B 1,0146
LAHR/HP.0118.110-39-556-B 1,0261
LAHR/HP.0113.101-19-264-B 1,0342
LAHR/HP.0113.101-7-87-B 1,0501
LAHR/HP.0118.110-3-31-B 1,0726
LAHR/HP.0151.142-13-176-B 1,0763
LAHR/HP.0119.104-31-441-B 1,0956
LAHR/HP.0119.104-11-157-B 1,0985
LAHR/HP.0113.101-21-300-B 1,0989
LAHR/HP.0157.143-47-667-B 1,1022
LAHR/HP.0118.110-43-602-B 1,1069
LAHR/HP.0157.143-4-48-B 1,1102
LAHR/HP.0151.142-5-70-B 1,1327
LAHR/HP.0157.143-28-402-B 1,1352
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LAHR/HP.0119.104-13-179-B 1,1409
LAHR/HP.0151.142-28-398-B 1,1430
LAHR/HP.0119.104-48-692-B 1,1438
LAHR/HP.0157.143-35-492-B 1,1580
LAHR/HP.0151.142-27-384-B 1,1640
LAHR/HP.0118.110-5-60-B 1,1713
LAHR/HP.0151.142-1-1-B 1,1722
LAHR/HP.0113.101-24-338-B 1,2008
LAHR/HP.0119.104-44-636-B 1,2024
LAHR/HP.0118.110-34-492-B 1,2114
LAHR/HP.0119.104-50-720-B 1,2211
LAHR/HP.0113.101-35-489-B 1,2440
LAHR/HP.0119.104-30-432-B 1,2489
LAHR/HP.0119.104-20-279-B 1,2539
LAHR/HP.0118.110-33-469-B 1,2619
LAHR/HP.0118.110-41-579-B 1,2682
LAHR/HP.0119.104-9-130-B 1,2702
LAHR/HP.0118.110-49-681-B 1,2735
LAHR/HP.0119.104-37-530-B 1,2780
LAHR/HP.0113.101-32-453-B 1,2877
LAHR/HP.0151.142-7-95-B 1,2882
LAHR/HP.0118.110-10-142-B 1,2884
LAHR/HP.0151.142-8-106-B 1,2981
LAHP 1,3002
LAHR/HP.0119.104-4-55-B 1,3422
LAHR/HP.0157.143-27-387-B 1,3499
LAHR/HP.0151.142-16-223-B 1,3509
LAHR/HP.0157.143-48-681-B 1,3526
LAHR/HP.0118.110-37-534-B 1,3598
LAHR/HP.0151.142-37-520-B 1,3602
LAHR/HP.0118.110-40-563-B 1,3636
LAHR/HP.0119.104-49-707-B 1,3726
LAHR/HP.0113.101-42-557-B 1,3914
LAHR/HP.0113.101-36-506-B 1,4055
LAHR/HP.0157.143-43-610-B 1,4056
LAHR/HP.0119.104-14-195-B 1,4343
LAHR/HP.0119.104-3-39-B 1,4614
LAHR/HP.0151.142-23-326-B 1,4742
LAHR/HP.0151.142-22-311-B 1,5218
LAHR/HP.0113.101-28-390-B 1,5351
LAHR/HP.0113.101-2-18-B 1,5923
LAHR/HP.0113.101-31-434-B 1,6463
LAHR 1,7930
LAHR/HP.0119.104-23-330-B 1,8115
LAHR/HP.0118.110-48-667-B 2,1484
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Tabla9: Desvio estandar de cada material testeado en el ensayo dos. Los materiales estan

ordenados del menor al mayor desvio.

En todas las tablas se encuentran resaltadas en negritas las lineas seleccionadas.
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Figura 5: Ubicacién y Frecuencia de SNPs en el cromosoma uno (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la versién convencional)
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Figura 6: Ubicacién y Frecuencia de SNPs en el cromosoma dos (versién HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la versiéon convencional)

SNF distribution on Chromosome 3
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Figura 7: Ubicacién y Frecuencia de SNPs en el cromosoma tres (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la versién convencional)

SNP distribution on Chromosome 4
CvsHP CwsHR

No of SNPs

il JNMML

1 1 1
D 5.0e+07 1.0e+08 1.5e+08 2.0e+03

1 1 1 1 1
0.0e+00 5.0e+07 1.0e+08 1.5e+08 2.0e+08 0.0

Chromosome 4

Figura 8: Ubicacion y Frecuencia de SNPs en el cromosoma cuatro (version HP (izquierda)

y HR (derecha) vs la version convencional)
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SNP distribution on Chromosome 5
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Figura 9: Ubicacién y Frecuencia de SNPs en el cromosoma cinco (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la versién convencional)
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Figura 10: Ubicacion y Frecuencia de SNPs en el cromosoma seis (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la version convencional)
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SNP distribution on Chromosome 7
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Figura 11: Ubicacién y Frecuencia de SNPs en el cromosoma siete (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la versién convencional)

SNFP distribution on Chromosome 8
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Figura 12: Ubicacion y Frecuencia de SNPs en el cromosoma ocho (versién HP (izquierda)

y HR (derecha) vs la version convencional)
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Mo of SNPs

SNP distribution on Chromosome 9
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Figura 13: Ubicacion y Frecuencia de SNPs en el cromosoma nueve (version HP (izquierda)
y HR (derecha) vs la version convencional)

SNP distribution on Chromosome 10
CwsHP CvsHR

No of SNPs

| | ' ' ' | | | ' | | | ' ' | |
0.0e+0Me+8T0e+80e+810e+00e+02e+081 e+ 030 0e+DDe+A0e+80e+80e+010e+ 02 e+081 e+ 08
Chromosome 10

Figura 14: Ubicacion y Frecuencia de SNPs en el cromosoma diez (version HP (izquierda) y

HR (derecha) vs la version convencional)

49



ANEXO II: Analisis Estadisticos

*Ensayo Comparativo de Rendimiento de Lineaslay 1b:

Variable N R2 AdjR2 CV

Rend(Tn/ha) 519 0.85 0.68 26.99
Tabla 17: Andlisis del ensayo uno.

F.V. SC gl CM F p-valor
Model 647.97 274 2.36 494  <0.0001
Analytical Rep# 2.11 1 211 4.41  0.0368
Estrés 467.08 1 467.08 975.59 <0.0001
Name 120.02 136 0.88 1.84 <0.0001
Estrés*Name 58.76 136 0.43 0.90 0.7451
Error 116.82 244 0.48
Total 764.79 518

Tabla 18: Andlisis de la variancia del ensayo uno (Suma de Cuadrados).

*Ensayo Comparativo de Rendimiento de Lineas2ay 2b:

Variable N R2 AdjRzZ CV

Rend(Tn/ha) 593 0.84 0.78 18.90
Tabla 19: Andlisis del ensayo dos.

F.V. SC gl CM F p-valor
Model 785.54 150 5.24 15.13 <0.0001
Estrés 580.17 1 580.17 1676.56 <0.0001
Analytical Rep# 0.86 3 0.29 0.82 0.4813
Name 178.89 73 2.45 7.08 <0.0001
Estrés*Name 25.62 73 0.35 1.01 0.4512
Error 152.95 442 0.35
Total 938.49 592

Tabla 20: Andlisis de la variancia del ensayo dos (Suma de Cuadrados).



*Test de Comparacion de medias entre las lineas seleccionadas por alto y bajo

rendimiento:

Variable N R2 AdjRz CV

Rend(Tn/ha) 118 0,51 0,39

41,18

Tabla 21: Andlisis de la variancia.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 158.99 22 7.23 4,41 <0.0001
Linea 156.40 19 8.23 5,02 <0.0001
Rep 2,59 3 0.86 0.53 0.6651
Error 155,72 95 1,64
Total 314,71 117

Tabla 22: Cuadro de Andlisis de la variancia (SC tipo I).

Rend Repet.
Linea (Tn/ha) E.E.
LAHR/HP.0157.143-6-73-B 1,61 410,64|A
LAHR/HP.0151.142-12-160-B 1,64 4)064|A
LAHR/HP.0157.143-20-280-B 1,51 3/0,74|A B
LAHR/HP.0151.142-6-82-B 1,74 3/0,74|A B
LAHR/HP.0113.101-7-87-B 2,21 8/046|A B
LAHR/HP.0157.143-47-667-B 2,22 8|0,46|A B
LAHR/HP.0113.101-19-264-B 2,29 8/0,46|A B
LAHR/HP.0118.110-34-492-B 2,48 6/0,53|A B
LAHR/HP.0157.143-28-402-B 2,55 7/049|A B
LAHR/HP.0118.110-43-602-B 2,71 8/046|A B
LAHR/HP.0151.142-38-532-B 3,35 4l064|A B
LAHR/HP.0151.142-15-214-B 3,39 4/064|A B
LAHR/HP.0118.110-12-172-B 3,45 4/064| B
LAHR/HP.0151.142-27-384-B 3,53 8/046| B
LAHR/HP.0118.110-5-60-B 3,57 8/046| B
LAHR/HP.0119.104-50-720-B 3,60 8/046| B
LAHR/HP.0119.104-13-179-B 3,69 8/046| B
LAHR/HP.0151.142-33-462-B 3,69 4/064| B
LAHR/HP.0151.142-50-714-B 3,70 4/064| B
LAHR/HP.0118.110-48-667-B 6,81 7]0,49 c

L

Tabla 23: Test de comparacion de medias de las

ineas seleccionadas por alto y bajo

rendimiento. Test: LSD Fisher. Alfa=0,05 DMS= 1,58101
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ANEXO lll: Fotografias

Primordio de la Espiga

Foto 1: Vista de las plantas de Maiz luego de haber sido desfoliadas y despanojadas para
simular stress. Se observa que se quitaron todas las hojas por encima del primordio de la

espiga a excepcion de la inmediata superior.

Foto 2: Vista del ensayo al momento de desfoliar. Se observa que se dej6é una planta sin

desfoliar y despanojar cada 3 plantas.
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