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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es un excelente modelo vegetal para comprender la variacion
natural debido a la variabilidad genética disponible. Posee un genoma complejo y un
alto nivel de diversidad en comparacion con otros cultivos y especies de plantas. En el
presente estudio, una poblacion diversa de 252 lineas de maiz desarrolladas en el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) fue caracterizada por
su fenotipo y por su genotipo. La evaluaciéon fenotipica se realiz6 en el campo
experimental de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto durante el ciclo agricola 2015/2016. El disefio utilizado fue un disefio
completamente al azar con una repeticion. La caracterizacion fenotipica se realiz6é por
medio de 13 caracteres agro-morfolégicos. La evaluacién genotipica se realizé
mediante marcadores moleculares SNP derivados de genotipado por secuenciacion.
En la evaluacion de la diversidad genética, la estructura poblacional y el desequilibrio
de ligamiento presentes en la poblacién se utilizaron 2530 SNP. Las lineas de maiz
evaluadas en este estudio mostraron amplia variabilidad para los caracteres agro-
morfolégicos medidos. La descripcion de la estructura genética poblacional permitié
inferir la presencia de cuatro sub-poblaciones. La diversidad genética y el contenido de
informacién polimérfica medios fueron 0,50 y 0,43, respectivamente. Los valores de los
coeficientes kinship, en el 85% de las comparaciones por pares de lineas, fueron
menores a 0,10 y la distancia genética media fue 0,44. El desequilibrio de ligamiento
(DL) en la poblacién total fue 0,20 (r?). Este valor aumenté al analizar el DL en las sub-
poblaciones inferidas. El DL de los marcadores ligados fisicamente fue superior al de
aquellos marcadores no ligados. EL DL presentd una rapida caida y alcanz6 un valor
de r> menor de 0,10 a una distancia de 300-500 kb. El andlisis de componentes
principales permiti6 reducir la dimensién de la matriz de datos fenotipicos y
genotipicos, luego mediante el analisis de procrustes generalizado se observd un
consenso del 60% entre ambos tipos de ordenamientos. La poblacion de 252 lineas de
maiz presenta estratificacion en su estructura genética. Esto debe ser considerado al
realizar estudios de mapeo de asociacién. El ligamiento fisico, como principal causa
del desequilibrio de ligamiento presente en la poblacion, y la rapida caida del mismo,
indican que esta poblacién de lineas de maiz es adecuada para posteriores estudios
de mapeo de asociacion. La correlacion entre la diversidad molecular y fenotipica,
observada mediante el moderado valor de consenso, indica desequilibrio de ligamiento
entre los marcadores moleculares y los genes que controlan los caracteres agro-

morfolégicos medidos.
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ABSTRACT

Choice of germplasm is critical to the success of association analysis. The
germplasm set should encompass as much phenotypic variation as possible. Genetic
or phenotypic surveys can be used to identify genotypically diverse subsets of the
available germplasm. The present study was conducted to analyze the variability and
population structure among 252 CIMMYT maize inbred lines using agro-morphological
traits and SNP markers derived from GBS (genotyping by sequencing). Phenotypic
evaluation was perform in experimental field of FAV-UNRC during the summer
2015/2016. The experimental design was a randomized complete design with one
replication. A total of 2530 informative SNP and was used to estimate the genetic
diversity, population structure, and familial relatedness. Structure analysis showed the
presence of four sub-populations. The average gene diversity was 0,50 and
polymorphic information content was 0,43. The kinship coefficients were minors at 0,10
in 85% of pair of inbred lines. The average genetic distance was 0,44. Linkage
disequilibrium in the full population was 0,20 (r?). This value was higher in the inferred
sub-populations. LD in linked markers was higher than in unlinked markers. Linkage
disequilibrium showed a rapid decay of 100-300 kb at r’=0,10. Genetic structure in this
population should be considered in association mapping studies. Principal component
analysis allowed reducing the phenotypic and genotypic data matrix. Generalized
procrustes analysis showed a 60% consensus between phenotypic and genotypic
ordering. Population is suitable for mapping association studies because it presents a
rapid decay of linkage disequilibrium and presence of physical linkage. The correlation
between phenotypic and genotypic diversity indicated linkage disequilibrium between

molecular markers and the genes controlling these agro-morphological traits.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.), uno de los cereales cultivados méas importante en todo el
mundo, fue domesticado hace 9000 afios atrds en México a partir del teosinte (Zea
mays ssp. parviglumis) (Prasanna, 2012). La transicion del maiz desde una especie
silvestre hacia una especie cultivada llevé muchos afios de mejora. La presion de
seleccién para cada caracter fue diferente segun las preferencias y las caracteristicas
ambientales de los diferentes asentamientos nativos americanos (Hallauer et al.,
1988). Durante mucho tiempo, el principal objetivo de los mejoradores de maiz ha sido
aumentar el rendimiento en grano. Al aplicar una alta intensidad de seleccién para un
rendimiento mas alto y estable, se modificaron otros caracteres por seleccion indirecta.
Asi, sin la intencion expresa del obtentor y/o seleccién, se logré obtener panojas mas
pequefias, hojas mas verticales, y un intervalo antesis-estigma mas corto (Duvick,
2004).

Debido a la variabilidad genética disponible, el maiz es un excelente modelo para
comprender la variaciéon natural (Wallace et al., 2014). Posee un genoma complejo y
un alto nivel de diversidad en comparacion con otros cultivos y especies de plantas
(Romay et al., 2013). El maiz es una especie modelo en estudios sobre los
mecanismos genéticos de caracteres cuantitativos (Liu et al.,, 2014). La diseccion
genética de estos caracteres es importante para mejorar la eficiencia de los programas
de mejoramiento y como herramienta para entender los procesos basicos de
desarrollo, fisiologia y bioguimica de las plantas (Hansey et al., 2011). Las lineas
endocriadas de maiz son un recurso fundamental para estudios de genética y
mejoramiento vegetal. La utilizacion de las lineas de maiz para analisis genéticos
requiere conocer la relacién historica y entender la particion de la diversidad genética
entre ellas (Liu et al., 2003).

La presencia de variabilidad fenotipica en el germoplasma es un requisito
fundamental para identificar genotipos con caracteres especificos (Dinesh et al., 2016).
La diversidad genética entre lineas endocriadas ha sido estimada tradicionalmente con
datos de caracteres morfolégicos. Este método tiene muchas limitaciones debido a la
interaccion que presentan estos caracteres con el ambiente (Mienie and Fourie 2013).
Conocer la relacién entre las lineas podria ayudar a identificar un conjunto de lineas
gue tengan la maxima diversidad para luego poder analizar los efectos del fondo
genético (Liu et al.,, 2003). Para estimar las relaciones entre diversas lineas, los
marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados (Yan et al., 2009). Ademas

segun Warburton et al., (2002), el analisis basado sélo en el fenotipo puede perder
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mucha variacion favorable, por lo cual debe ser complementado con un analisis

genotipico mediante marcadores moleculares.

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacion especifica en
un cromosoma. La secuencia puede pertenecer a regiones codificantes o sin funcién
conocida. Las técnicas modernas de biologia molecular permitieron generar diversos
métodos de deteccién de polimorfismos a nivel del ADN (Levitus et al., 2010). Los
marcadores moleculares son herramientas valiosas para la clasificacion de
germoplasma y para aplicar seleccién asistida por marcadores (MAS) (Edwards and
McCouch 2007). Los RFLPs 6 polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion fueron los primeros marcadores de ADN. Luego con el descubrimiento de la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se lograron muchos avances en la
tecnologia de los marcadores moleculares. A partir de aqui surgieron otros tipos de
marcadores como son los RAPDs 6 ADN polimérfico amplificado aleatoriamente, los
AFLP 6 polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados y los SSR 6
microsatéllites (Edwards and McCouch 2007). En la actualidad, los marcadores
moleculares SNP (polimorfismo de un nucleétido) estan siendo ampliamente utilizados
en distintos estudios genéticos. Estos marcadores se basan en la deteccién de
polimorfismos resultantes de la alteraciéon de una Unica base en una secuencia de
ADN. Poseen naturaleza bialélica y son muy abundantes en el genoma, con una
frecuencia de 1 cada 100-300 pares de bases en genomas de plantas. Debido a esto,
los SNP surgen como importantes marcadores para la obtencion de mapas genéticos
de alta resolucion. Estudios en Arabidopsis como organismo modelo, muestran que
permiten obtener mapas con una resolucion 100 veces superior a la obtenida con
marcadores convencionales (Levitus et al., 2010). Otra caracteristica importante es
gue el genotipado mediante SNP no esta basado en la medida del tamafio de los
alelos, por lo que su distincién puede ser automatizada. El descubrimiento de los SNP
permitié a los investigadores explorar nuevas hipétesis. Se considera gue muchos de
estos SNP estan localizados en el interior de secuencias génicas. Esto puede
significar una importante reduccion en el tiempo y costos para el descubrimiento de
genes de interés, comparado con los marcadores utilizados hasta ahora. Asimismo, el
desarrollo constante de tecnologias para su aplicacion permitira automatizar el mapeo
de alta densidad y reducir los costos de su empleo en estudios moleculares a gran

escala (Levitus et al., 2010).

Con la creciente disponibilidad de datos gendémicos polimérficos y el potencial de
explorar todos los eventos de recombinacion que han ocurrido en la historia evolutiva

de un germoplasma especifico, estudios de mapeo de asociacion se han convertido en
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una alternativa de gran alcance para la diseccion de caracteres cuantitativos en
plantas (Hao et al., 2015). El mapeo de asociacion es un método alternativo para la
identificacion de secuencias de ADN que contribuyen a caracteres cuantitativos,
incluyendo la resistencia a enfermedades (Warburton et al., 2015). Esta estrategia de
mapeo utiliza poblaciones con desequilibrio por ligamiento (DL), el cual consiste en
asociaciones no al azar entre alelos de diferentes loci (Wurschum et al., 2012). EI DL
también se conoce como desequilibrio de fase gamética, desequilibrio gamético, 6
asociacion alélica. Es la correlacion entre los polimorfismos que es causada por su
historia compartida de mutacion y recombinaciéon. A pesar de que DL y ligamiento
estan relacionados, son claramente diferentes. Ligamiento se refiere a la herencia
correlacionada de loci dado por la conexién fisica en un cromosoma, mientras que DL
se refiere a la correlacion entre los alelos en una poblacién. El DL puede ser causado
por una estructura desconocida de la poblacion y muchas otras fuerzas, incluyendo
mutacion, deriva génica, seleccion y especificamente en las plantas, juega un rol
importante el nivel de endocria originado segun el sistema de apareamiento (Zhao et
al., 2014). Cuando el objetivo es aplicar apropiadamente mapeo de asociacion en
plantas, es un requisito previo caracterizar los niveles y patrones del DL en la
poblacion a utilizar. Es importante distinguir entre DL fisico y las diferentes fuerzas que
pueden crear desequilibrio de ligamiento en las poblaciones para evitar la deteccién de
asociaciones espurias. Cuando existe DL altamente significativo entre los
polimorfismos de diferentes cromosomas, puede producir asociaciones entre un
marcador y un fenotipo a pesar de que el marcador no esta ligado fisicamente al locus
responsable de la variacion fenotipica (Flint-Garcia et al., 2003). La clave para el
mapeo de asociacion es que el DL entre loci y marcadores sea debido al ligamiento
fisico. La caida del DL sobre la distancia fisica en una poblacién determina la densidad
de la cobertura con marcadores para realizar un analisis de asociacion. Si el DL decae
rapidamente, es necesaria una alta densidad de marcadores para capturar
marcadores ligados a loci funcionales (Yu and Buckler 2006). El mapeo de asociacion
explora la variabilidad genética de lineas que no forman parte de un esquema de
cruzamiento especifico (Zhao et al., 2014). Warburton et al., (2008) sugieren que las
lineas de maiz desarrolladas por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT), son una valiosa fuente para estudios de mapeo de asociacion debido
a que poseen una gran diversidad alélica. Asi es que Dao et al., (2014), Semang et al.,
(2012) y Suwarno et al., (2015) informaron el uso de lineas de maiz del CIMMYT para
un estudio de diversidad genética, caracterizaciéon molecular y mapeo de asociacion,
respectivamente. La identificacion de secuencias de ADN, mediante mapeo de

asociacion, que contribuyen a caracteres cuantitativos pueden ser utilizadas en los
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programas de mejoramiento para realizar seleccién asistida por marcadores (MAS). La
seleccién asistida por marcadores en los programas de mejoramiento implica la
seleccidn indirecta de un fenotipo deseado por la presencia o la ausencia de patrones
de bandas de marcadores moleculares localizados dentro o cerca de los genes que
controlan determinado caracter fenotipico. Se ha observado que la aplicacion de MAS
en programas de mejoramiento aumenta significativamente la tasa de ganancia
genética en comparacion con el mejoramiento convencional (Edwards and McCouch
2007).

La eleccion del germoplasma es fundamental para el éxito de los analisis de
asociacion. El germoplasma debe abarcar tanta variacion fenotipica como sea posible.
La caracterizacion genética puede ser utilizada para identificar diversas sub-
poblaciones en el germoplasma (Flint-Garcia et al., 2005). Una restriccién para el uso
del mapeo de asociacion en las plantas es la presencia de estratificacion en la
estructura genética de la poblacién y la relacion genética (Hao et al., 2015, Pefia
Malavera et al., 2014). El problema surge debido a una distribucion desigual de las
frecuencias alélicas entre las sub-poblaciones. Las frecuencias alélicas para el
fenotipo y los marcadores pueden diferir entre sub-poblaciones. Por lo tanto, valores
altos de DL en algunas sub-poblaciones pueden resultar de la estratificacion
poblacional y no del efecto del ligamiento. Antes de iniciar estudios de mapeo de
asociacion, resulta necesario calcular empiricamente la magnitud del mismo y describir
la estructura poblacional mediante el uso de gran numero de marcadores
independientes (Pritchard and Rosenberg, 1999). Para la resolucién del mapeo de
asociacion y para detectar estratificacion poblacional se han utilizado métodos
estadisticos tal como los que utiliza el software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000).
Este software implementa un método de agrupamiento basado en modelos, que
permite inferir la estructura de la poblacion utilizando datos de genotipo basados en
marcadores no ligados. Se asume un modelo en el que hay K poblaciones, cada uno
de estas K se caracteriza por un conjunto de frecuencias de alelos en cada locus. Los
individuos son asignados probabilisticamente a las poblaciones, o conjuntamente a
dos 0 mas poblaciones si sus genotipos indican que se mezclan. Los individuos son
asignados a las poblaciones de tal manera que dentro de ellas, los loci se encuentren

en equilibrio Hardy-Weinberg y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al., 2000).

La estadistica multivariada es usada para describir y analizar observaciones
multidimensionales obtenidas al relevar informacion sobre varios caracteres para cada
uno de los genotipos en estudio (Balzarini et al., 2008). El analisis de componentes

principales (ACP) es una técnica generalmente utilizada para reduccion de dimension.
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Permite obtener nuevas variables mediante la combinacién lineal de las variables
originales. Estas componentes principales (CP) son no correlacionadas, por lo que son
Optimas para describir la variabilidad entre los genotipos en estudio. Cuando las CP
son obtenidas a partir de la combinacion de marcadores moleculares de los genotipos
de la poblacion permiten describir la variabilidad genética entre los genotipos (Pefia
Malavera et al., 2014).

La caracterizacion de materiales de un banco de germoplasma con marcadores
moleculares yl/o caracteres agro-morfolégicos es una practica comun, pero los
estudios que usan simultineamente marcadores moleculares y caracteres agro-
morfolégicos son menos frecuentes (Bramardi et al., 2005; Demey, 2008). Cuando se
han obtenido dos configuraciones sobre la misma muestra de genotipos porque se
utilizaron marcadores moleculares y caracteres agro-morfolégicos para realizar el
ordenamiento, se requiere de una técnica para analizar la congruencia de dichas
configuraciones. El andlisis de procrustes generalizado propuesto por Gower (1975)
armoniza las configuraciones individuales a través de pasos algebraicos iterativos que
transforman cada configuracion individual. Estos pasos incluyen la traduccion,
rotacion, reflexion y escalamiento de las componentes de sus puntos bajo dos
premisas: mantener la distancia relativa entre elementos de las configuraciones
individuales y minimizar las sumas de cuadrados entre puntos que corresponden al

mismo genotipo bajo diferentes configuraciones.
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HIPOTESIS

Los genotipos de maiz provenientes de colecciones de germoplasmas poseen
variabilidad y constituyen un material valioso para estudios de mapeo de asociacion.
La caracterizacion de lineas endocriadas de maiz permite analizar la variabilidad y

describir la estructura genética presente en una poblacion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la variabilidad y describir la estructura genética existente en una poblacion
diversa de lineas endocriadas de maiz mediante caracteres agro-morfolégicos y

moleculares de ADN.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Evaluar la variabilidad fenotipica en una poblacién de lineas de maiz.
i) Describir la estructura genética en una poblacién de lineas de maiz.
iii) Evaluar la variabilidad genética en una poblacién de lineas de maiz.
iv) Analizar el desequilibrio de ligamiento (DL) entre pares de loci.

V) Evaluar el consenso entre ordenamientos fenotipicos y genotipicos.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y ensayo de campo

Una poblacién diversa de 252 lineas de maiz desarrolladas en el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) fue caracterizada por su
fenotipo y por su genotipo (Cuadro 1). La evaluacion de las lineas de maiz se realizé
en el campo experimental de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (CAMDOCEX, FAV-UNRC; 33° 06’ S; 64° 17’ O). El disefio
utilizado fue un disefio completamente al azar con una repeticion. Cada genotipo se
establecié en parcelas de un surco de 2,0 m de largo espaciados a 0,52 m. La siembra

se realizé durante la primera semana de diciembre de 2015.
Evaluacion del fenotipo

La poblacion de 252 lineas de maiz fue caracterizada fenotipicamente mediante los
caracteres agro-morfolégicos dias a floracion femenina (DFF), dias a floracién
masculina (DFM), intervalo antesis-estigma (IAE), altura de planta (AP), altura de
espiga (AE) y relacion AP/AE. Se midi6 el angulo de insercion (AH) de las dos
primeras hojas por encima de la espiga principal. Para este caracter se establecieron
tres categorias: angulo menor a 30°, angulo entre 30° y 45° y angulo mayor a 45°
(Figura 1). En la estructura reproductiva masculina los datos obtenidos fueron el largo
de panoja (LP) y la forma de panoja (FP). Para esta Ultima se establecieron tres
formas: laxa (L), intermedia (I) y compacta (C) (Figura 2). Cada genotipo se clasifico
por su tipo de grano (TG) en dentado (D), intermedio (1) y flint (F), y por el color de
grano (CG) en anaranjado (A) y blanco (B) (Figura 3). También se evalué el
comportamiento frente a vuelco (VU) y quebrado (QU). Se consideraron plantas
volcadas aquellas que se presentaban totalmente caidas desde la raiz a causa de una
pudriciébn en su base. Mientras que se definieron como quebradas todas aquellas
plantas que presentaban un quebrado verde del tallo en alguno de sus nudos. Para
una mejor interpretacién de los datos, los caracteres VU y QU fueron categorizados.
Las categorias se definieron teniendo en cuenta el porcentaje de plantas afectadas en
cada genotipo de la siguiente manera: 0-25%; 25-50%; 50-75%; 75-100%.
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Figura 1. Categorias del angulo de hoja observado en la poblacién de las 252 lineas

de maiz de CIMMYT, evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el
ciclo agricola 2015-2016.

Laxa Intermedia Compacta

Figura 2. Categorias del tipo de panoja observado en la poblacién de las 252 lineas de
maiz de CIMMYT, evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el
ciclo agricola 2015-2016.
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Figura 3. Tipo de grano y color de grano observado en la poblacion de las 252 lineas
de maiz de CIMMYT, evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el
ciclo agricola 2015-2016.

D: dentado; I: intermedio; F: flint

A: anaranjado; B: blanco
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Evaluacioén del genotipo

Las lineas de maiz incluidas en este estudio fueron caracterizadas con marcadores
moleculares SNP. Estos se obtuvieron mediante genotipado por secuenciacion. La
informacion genotipica (SNP) fue provista por CIMMYT. A partir de un total de 53836
SNP polimérficos, un grupo de 2530 SNP se utilizaron para realizar el analisis de
diversidad y la descripcibn de la estructura genética. Los marcadores fueron
seleccionados por presentar una tasa de datos faltantes menor al 5% y una frecuencia
superior al 0,25 en el alelo menos frecuente. Los marcadores seleccionados

corresponden a los 10 cromosomas y tuvieron en promedio un 3% de datos faltantes.

Andlisis estadistico del fenotipo

La descripcion de los caracteres agro-morfologicos se realizé mediante estadistica
descriptiva, medidas de resumen para los caracteres cuantitativos y tabla de
frecuencia para los caracteres categoricos. Con la finalidad de aproximar la
distribucion teorica subyacente en cada caracter se realizaron histogramas de
frecuencias para los caracteres continuos y graficos de sectores para los categdricos.
Los caracteres AP, AE, AP/AE, DFM, DFF, IAE y LP fueron analizados con un enfoque
multivariado como es el analisis de componentes principales (ACP) que permite
analizar la interdependencia de variables métricas y encontrar una representacion
gréfica 6ptima de la variabilidad presente en la poblacion. Los caracteres TG, FP, CG
y AH fueron analizados mediante el analisis de correspondencia multiple (ACM). Esta
es una técnica exploratoria que permite representar graficamente filas y columnas de
una tabla de contingencia. Las observaciones multivariadas se graficaron en un biplot
para asi poder identificar las asociaciones de mayor peso entre las categorias de cada
uno de los tres caracteres cualitativos (Greenacre, 1984). Los analisis se realizaron
mediante el software INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2016).

21



Andlisis estadistico del genotipo
Estructura poblacional

El modelo bayesiano del software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) se utilizé
para describir la estructura genética de la poblacién diversa de 252 lineas de maiz.
Este programa permite realizar inferencias sobre la estructura poblacional a partir de
las frecuencias alélicas de distintos loci, que puedan compartir un conjunto de
genotipos y de esta forma asignarlos probabilisticamente a una sub-poblacion k. El
procedimiento utiliza la serie Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC), después de un
periodo de pre simulacion de los procesos iniciales de corrida hasta alcanzar un nivel
optimo de convergencia entre el nimero de iteraciones y el logaritmo de la asignacion
probabilistica (Ln P(D)). Este valor se obtiene calculando primero el logaritmo de
verosimilitud de los datos en cada paso de la MCMC. A continuacién, se calcula la
media de estos valores y se le resta la mitad de su varianza. Los parametros utilizados
por STRUCTURE fueron el modelo ancestral “admixture” con un periodo de 10000
iteraciones seguido de 10000 repeticiones de MCMC. Se realizaron 15 corridas
independientes para cada valor de k que vari6é entre uno y quince. Para determinar el
namero Optimo de k se utilizé la metodologia del nUmero de agrupamientos mas
probable segun Evanno et al., (2005). Estos autores proponen una estadistica basada
en la tasa de cambio de segundo orden en el logaritmo de probabilidad de los datos
entre valores de k sucesivos (Ak). Esta metodologia muestra un pico claro en el
verdadero numero de k. Para aplicar esta metodologia se utiliz6 el sitio web
STRUCTURE HARVESTER (Earl and vonHoldt, 2012). Cada genotipo fue asignado a
la sub-poblacién, a la cual tenia una probabilidad de pertenencia mayor a 0,70. Un
analisis molecular de la varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) entre todas las sub-
poblaciones se realizé con INFOGEN para investigar diferencias poblacionales entre
las sub-poblaciones formadas por STRUCTURE. También se calculé el coeficiente
Phist que es la correlacion de lineas 6 genotipos dentro de una misma sub-poblacién,
relativa a la correlacion entre cualquier par de lineas 6 genotipos seleccionado al azar

de la poblacion total.
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Diversidad genética

La diversidad genética y el contenido de informacién polimérfica se estimaron
mediante el programa INFOGEN (Balzarini y Di Rienzo, 2014). La diversidad genética
es una medida de variabilidad apropiada para poblaciones endocriadas donde hay
muy pocos individuos heterocigotas pero muchos tipos diferentes de alelos que se
encuentran en homocigosis. La diversidad genética es una funcién de la heterocigosis
y se calcula a partir de la suma de cuadrados de frecuencias alélicas. Asi, para m loci,

la diversidad genética promedio es:

D=1- i

|
j=1 =l

3|

pij?

donde pj es la frecuencia del alelo i en el locus j (Balzarini et al., 2010).
El contenido de informacién polimérfica (PIC) segun Botstein et al., (1980) es

definido como:

| i-1

PIC=2) > [ pp;(1-ppy)]
i=2  j=1

Para el ordenamiento de las lineas basado en la caracterizacion molecular se
calculd la distancia entre ellas, mediante la métrica de Jaccard, combinando la
informacién provista por todos los marcadores. Las distancias de a pares se usaron
luego para construir una matriz de distancias a partir de la cual se pueden ordenar los
materiales. El ordenamiento (visualizacidon de las distancias en un plano) se realizd

mediante analisis de coordenadas principales (ACoP) (Balzarini et al., 2010).

Kinship relativo y distancia genética entre lineas

La matriz de estimaciones de parentesco y la matriz de distancia genética de
Roger’s, por pares de lineas, se calcularon con el software TASSEL 5.2.30 (Bradbury
et al., 2007) y el software Power Marker V3.25 (Liu and Muse, 2005), respectivamente.

Estas matrices se realizaron con 2530 marcadores SNP.
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Desequilibrio de ligamiento

El software TASSEL 5.2.30 (Bradbury et al., 2007) se utilizé para calcular el
desequilibrio por ligamiento entre los 2530 marcadores SNP. Con el objetivo de
observar el comportamiento del DL en la poblacion se calculé el valor de r? en las 252
lineas de maiz y en las dos sub-poblaciones de mayor tamafio (al menos 20 lineas).
Se realiz6 s6lo para estas dos sub-poblaciones porque el software TASSEL soélo
calcula los valores de r’ y p cuando hay al menos 20 individuos. Cada par de marcador
se clasific6 como no ligado (marcadores localizados en diferentes cromosomas) o
ligados (marcadores localizados en el mismo cromosoma). Para tener una vision
general del DL presente en todo el genoma y observar bloques de ligamientos se
presentan los graficos de DL por pares de marcadores para cada uno de los diez
cromosomas del genoma del maiz. El grado de DL en todo el genoma se evalué en
funcion de los valores de r? (coeficientes de correlacion al cuadrado entre pares de

marcadores) y la distancia fisica entre estos SNP (Remington et al. 2001).

Anadlisis estadistico fenotipo-genotipo

Con el objetivo de analizar el grado de ajuste entre el ordenamiento fenotipico y
genotipico se realiz6 un analisis de procrustes generalizado (Gower 1975). Para el
ordenamiento fenotipico se incluyeron los trece caracteres en un nuevo ACP que se
realizd mediante el software INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2016) En el caso del
ordenamiento genotipico se realizé un analisis de componentes principales a partir de
los datos de los 2530 marcadores moleculares en las 252 lineas de maiz. Este ACP se
realiz6 mediante el software TASSEL (Bradbury et al.,, 2007). En ambos casos se

seleccionaron las componentes que tenian un auto valor igual 6 mayor a uno.
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Cuadro 1. Nimero e identificacion de cada una de las 252 lineas de maiz evaluadas

en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016.

Nro. A B Nro. A B Nro. A B Nro. A B

1 1 CML1 33 36 CML66 65 74 CML126 97 108 CML276
2 2 CML2 34 37 CML67 66 75 CML127 98 109 CML277
3 3 CML3 35 38 CML70 67 76 CML131 99 110 CML278
4 4 CML4 36 39 CML71 68 77 CML133 100 111 CML279
5 5 CML5 37 40 CML72 69 78 CML135 101 112 CML280
6 6 CML6 38 41 CML76 70 79 CML136 102 113 CML281
7 7 CML7 39 43 CML78 71 80 CML137 103 114 CML282
8 8 CML8 40 44 CML79 72 81 CML177 104 115 CML283
9 9 CML9 41 46 CML81 73 83 CML179 105 116 CML284
10 10 CML10 42 47 CML82 74 85 CML183 106 117 CML285
11 11 CML11 43 48 CML83 75 86 CML184 107 118 CML286
12 12 CML12 44 51 CML92 76 87 CML223 108 119 CML287
13 13 CML13 45 52 CML93 77 88 CML224 109 120 CML288
14 14 CML14 46 53 CML94 78 89 CML225 110 121 CML289
15 16 CML16 47 54 CML95 79 90 CML226 111 122 CML290
16 17 CML17 48 55 CML96 80 91 CML227 112 123 CML291
17 18 CML18 49 56 CML97 81 92 CML228 113 124 CML292
18 19 CML19 50 58 CML99 82 93 CML229 114 125 CML293
19 20 CML20 51 59 CML100 83 94 CML235 115 126 CML294
20 21 CML21 52 60 CML101 84 95 CML247 116 127 CML295
21 22 CML22 53 61 CML102 85 96 CML248 117 128 CML296
22 25 CML34 54 62 CML103 86 97 CML249 118 129 CML297
23 26 CML35 55 63 CML104 87 98 CML266 119 130 CML298
24 27 CML42 56 64 CML105 88 99 CML267 120 131 CML299
25 28 CML43 57 65 CML106 89 100 CML268 121 132 CML300
26 29 CML44 58 67 CML108 90 101 CML269 122 133 CML301
27 30 CML45 59 68 CML109 91 102 CML270 123 134 CML302
28 31 CML46 60 69 CML110 92 103 CML271 124 135 CML303
29 32 CML47 61 70 CML121 93 104 CML272 125 136 CML304
30 33 CML59 62 71 CML123 94 105 CML273 126 140 CML308
31 34 CML60 63 72 CML124 95 106 CML274 127 141 CML311
32 35 CML65 64 73 CML125 96 107 CML275 128 142 CML312
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(Continuacion Cuadro 1).

Nro. A B Nro. A B Nro. A B Nro. A B
129 143 CML315 161 176 CML420 193 211 CML460 225 246 CML499
130 144 CML316 162 177 CML425 194 212 CML461 226 247 CML500
131 145 CML320 163 178 CML426 195 213 CML462 227 248 CML501
132 146 CML321 164 179 CML427 196 214 CML465 228 249 CML502
133 147 CML358 165 181 CML429 197 215 CML466 229 250 CML503
134 148 CML359 166 182 CML430 198 217 CML468 230 251 CML504
135 149 CML360 167 183 CML431 199 218 CML469 231 252 CML505
136 150 CML361 168 184 CML432 200 220 CML471 232 253 CML506
137 151 CML362 169 185 CML433 201 221 CML472 233 254 CML507
138 152 CML363 170 186 CML434 202 222 CML473 234 255 CML508
139 153 CML364 171 187 CML435 203 223 CML474 235 256 CML509
140 154 CML365 172 188 CML436 204 225 CML476 236 257 CML510
141 155 CML366 173 190 CML438 205 226 CML477 237 258 CML511
142 156 CML379 174 191 CML439 206 227 CML478 238 259 CML515
143 157 CML380 175 192 CML440 207 228 CML479 239 260 CML516
144 158 CML381 176 193 CML441 208 229 CML480 240 261 CML517
145 159 CML382 177 194 CML442 209 230 CML481 241 262 CML520
146 160 CML383 178 195 CML444 210 231 CML482 242 263 CML521
147 161 CML384 179 196 CML445 211 232 CML483 243 264 CML522
148 162 CML385 180 198 CML447 212 233 CML484 244 266 CML530
149 163 CML386 181 199 CML448 213 234 CML485 245 267 CML531
150 164 CML387 182 200 CML449 214 235 CML488 246 268 CML532
151 165 CML388 183 201 CML450 215 236 CML489 247 269 CML533
152 166 CML389 184 202 CML451 216 237 CML490 248 270 CML534
153 167 CML391 185 203 CML452 217 238 CML491 249 271 CML535
154 168 CML392 186 204 CML453 218 239 CML492 250 272 CML536
155 169 CML393 187 205 CML454 219 240 CML493 251 273 CML538
156 170 CML394 188 206 CML455 220 241 CML494 252 274 CML539
157 171 CML395 189 207 CML456 221 242 CML495

158 173 CML403 190 208 CML457 222 243 CML496

159 174 CML408 191 209 CML458 223 244 CML497

160 175 CML409 192 210 CML459 224 245 CML498

A: identificacion utilizada en este estudio.

B: Identificacion provista por CIMMYT.
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RESULTADOS

Evaluacion del fenotipo

Para describir los caracteres agro-morfologicos dias a floracibn masculina y
femenina, intervalo antesis—estigma, altura de planta, altura de espiga, relacion entre
altura de planta y altura de espiga y el largo de panoja se aplicO estadistica
descriptiva. Las medidas de resumen para los siete caracteres agro-morfolégicos
cuantitativos se presentan en el Cuadro 2. Se puede observar que la media de los dias
a floracion fue de 75 y 80 dias para la floracion masculina y femenina,
respectivamente. El intervalo antesis-estigma medio fue de 4 dias con un amplio rango
de variacién que muestra la presencia de genotipos con diferente sincronia floral. La
altura de planta vari6 entre 55 y 280 cm con una media de 192 cm. En altura de la
espiga se observé una media de 92 cm con un minimo de 30 y un maximo de 150 cm.
En general la AP fue el doble de la AE. El largo de panoja oscilé entre 12 y 50 cm con

una media de 33 cm.

Cuadro 2. Media, error estandar (EE), valor minimo (Min.) y maximo (Max.) para los
siete caracteres agro-morfoldgicos cuantitativos medidos en las 252 lineas de maiz de
CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo
agricola 2015-2016.

Caracter Media EE Min. Max.
DFM 75,57 0,34 66,00 91,00
DFF 80,08 0,41 68,00 94,00
IAE -4,51 0,23 -18,00 3,00
AP 192,22 0,57 55,00 280,00
AE 92,37 0,44 30,00 150,00
AP/AE 2,14 0,01 1,00 4,22
LP 32,70 0,20 12,00 50,00

DFM: dias a floracion masculina; DFF: dias a floracion femenina; IAE: intervalo antesis-
estigma; AP: altura de planta; AE: altura de espiga; AP/AE: relacién AP/AE; LP: largo de

panoja
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Los caracteres categoricos angulo de hoja, forma de panoja, tipo de grano, color de

grano, vuelco y quebrado se describieron mediante la tabla de frecuencias (Cuadro 3).

En el caracter &ngulo de hoja, el 71% de los genotipos registré un angulo menor a 30°

mientras que s6lo en el 1% de los genotipos el angulo fue mayor a 45°. El 83% de los

genotipos presentd forma de panoja intermedia. En el tipo y color de grano, la

distribucion de los genotipos en cada categoria fue mas equitativa. En la categoria 0-

25% de vuelco y de quebrado se ubicaron el 78% y el 97% de los genotipos,

respectivamente.

Cuadro 3. Tabla de frecuencia relativa para las categorias de cada uno de los seis

caracteres agro-morfolégicos categéricos medidos en las 252 lineas de maiz de

CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo

agricola 2015-2016.

Caracter Categorias Frecuencia relativa
Angulo de hoja <30° 0,710
30-45° 0,280
>45° 0,010
Forma de panoja Laxa 0,130
Intermedia 0,830
Compacta 0,040
Tipo de grano Dentado 0,290
Intermedio 0,400
Flint 0,310
Color de grano Anaranjado 0,360
Blanco 0,640
Vuelco 0-25% 0,780
25-50% 0,150
50-75% 0,060
75-100% 0,010
Quebrado 0-25% 0,970
25-50% 0,020
50-75% 0,004
75-100% 0,004

28



Los histogramas de frecuencias permiten aproximar la distribucién tedrica
subyacente en cada caracter. En la Figura 4 se muestran los graficos de distribucion
de frecuencias de los caracteres dias a floracion masculina (A), dias a floracion
femenina (B) y el intervalo antesis-estigma (C). En el gréfico A se puede observar que
la floraciobn masculina, en el 90% de los genotipos, oscilé entre 68 y 83 dias. Mientras
gue la floracién femenina, ocurrié entre los 75 y 87 dias en aproximadamente el 65%
de los genotipos (Figura 4 B). El 65% de los genotipos presentaron un intervalo
antesis-estigma entre 1 y 7 dias, mientras que s6lo en el 5% de los genotipos se
produjo la aparicion de la flor femenina antes que la flor masculina, lo que

normalmente es conocido como protoginia (Figura 4 C).
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Figura 4. Distribucion de la frecuencia relativa de los caracteres dias a floraciéon
masculina (A), dias a floracién femenina (B) e intervalo antesis-estigma (C) en las 252
lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC

durante el ciclo agricola 2015-2016.
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Las distribuciones para los caracteres altura de planta, altura de espiga y la relacién
entre altura de planta y altura de espiga se presenta en la Figura 5. La distribucion
para altura de planta se asemeja a una distribucién normal parcialmente sesgada
hacia la derecha. El 85% de las lineas de maiz tiene una altura de planta que varia
entre 155y 230 cm (Figura 5 A). El caracter altura de espiga presenté una distribucion
normal con el 80% de los genotipos entre los valores 65 y 115 cm (Figura 5 B). En la
Figura 5 C se observa que en la mayoria de los genotipos la altura de planta duplica a
la altura de espiga.

0,30+ 0,30
0,25 0,25
g 0204 s 020 —
2 — =
8 s
[ [
£ o045 § 015
2 =
o [
3 3
o 2
2 L
= 0,10 = 010
0,05 0,05
0,00 0,00
47,0 655 84,0 102,6 121,1 139,7 158,2 176,8 195,3 213,9 232,4 251,0 269,5 288,0 257 356 455 554 653 752 851 94,9 104,8 114,7 124,6 134,5 144,4 1543
Altura de Planta (cm) Altura de espiga (cm)

0,30

0,20

0,15

frecuencia relativa

0,10

0,05 ’7
0,00 g T T T T T T ? g g g d
09 12 14 1,7 20 22 25 27 30 33 35 38 41 43
Relacion AP/AE

Figura 5. Distribucion de la frecuencia relativa de los caracteres altura de planta (A),
altura de espiga (B) y la relacién altura de planta/altura de espiga (C) en las 252 lineas
de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el
ciclo agricola 2015-2016.
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El gréfico de sectores es util para representar contribuciones porcentuales a un total
0 la distribucion de frecuencias de un caracter categorico. La Figura 6 muestra el
gréfico de la distribucion poblacional respecto al caracter angulo de hoja. Se observa
gue los genotipos se ubicaron en las tres categorias definidas, no obstante se muestra
una prevalencia de angulos de hoja menores a 30° donde se localiza el 70% de las
lineas. Mientras que s6lo dos genotipos presentaron hojas con angulo mayor a 45°. Es

decir que la mayoria de los genotipos presentan hojas erectas.

[] <s0° [ ] 3045° [] >45°

Figura 6. Distribucidén de la frecuencia poblacional para el caracter angulo de hoja en
las 252 lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-
UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016.

La caracterizacion de la estructura reproductiva masculina se realizé mediante la
evaluacion de los caracteres largo de panoja y tipo de panoja. En el largo de panoja, la
distribucién muestra que los valores oscilaron entre 13 y 50 cm. Sin embargo, el 70%
de los genotipos tuvo un largo de panoja entre 27 y 38 cm (Figura 7 A). La Figura 7 B
muestra las distribuciones de frecuencias para el caracter tipo de panoja, el gréafico
permite observar que existe variabilidad para este caracter, no obstante se puede
destacar una prevalencia del tipo de panoja intermedia que retne aproximadamente al

80% de las lineas evaluadas en este estudio.
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Figura 7. Distribucién de la frecuencia relativa de los caracteres largo de panoja (A) y
distribucion de la frecuencia poblacional de las tres categorias de tipo de panoja (B) en
las 252 lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-
UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016.

Las Figuras 8 Ay 8 B muestran la variabilidad presente en la poblacién de lineas de
maiz para tipo y color de grano, respectivamente. Amplia variabilidad se observa en el
caracter tipo de grano debido a la distribucion equitativa de genotipos en cada una de
las tres categorias. En la poblacion de lineas de maiz de este estudio hay prevalencia

de granos blancos por sobre los anaranjados.

|:| Dentado |:| Intermedio |:| Flint |:| Anaranjado |:| Blanco

Figura 8. Distribucion de la frecuencia poblacional de tipo de grano (A) y color de
grano (B) en las 252 lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental
de la FAV-UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016.
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Para una mejor comprension del comportamiento de la poblacién de lineas de maiz
para los caracteres vuelco y quebrado se definieron cuatro categorias. La proporcion
de las diferentes categorias observadas se muestra en la Figuras 9 Ay 9 B. Los
gréficos permiten observar un mejor comportamiento de las lineas evaluadas frente a
guebrado respecto a vuelco. Ya que 240 genotipos de un total de 252 presentaron
menos del 25% de plantas quebradas. Mientras que aproximadamente el 15% y el 6%
de las lineas presentaron valores de hasta 50% y 75% de plantas volcadas,
respectivamente. En general un buen comportamiento de los genotipos frente a vuelco
y quebrado debido a la prevalencia de la categoria que agrupa a los genotipos que

presentaron entre 0 y 25% de incidencia de ambos caracteres.

[] o25% [ ] 25-50% [] o259 [ ] 25-50%

[] 50-75% [] 75-100% [] 50-75% [] 75-100%
Figura 9. Distribucion de la frecuencia poblacional de los caracteres vuelco (A) y
guebrado (B) en las 252 lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo

experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016.

En la Figura 10 se visualizan las dos primeras dimensiones del analisis de
correspondencia mdltiple de los caracteres tipo de grano, color de grano, angulo de
hoja y forma de panoja. El grafico sugiere, en su primer eje, que los genotipos con tipo
de grano flint son generalmente de color anaranjado, mientras que los genotipos de
grano dentado son blancos. Los genotipos con tipo de grano intermedio se asociaron
con forma de panoja intermedia y 4ngulo de hoja erecta. Mientras que los genotipos
con angulo de hoja mayor a 45° y forma de panoja compacta se presentaron aislados

en el grafico.
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Figura 10. Grafico biplot obtenido del analisis de correspondencia multiple de los
caracteres angulo de hoja, forma de panoja, tipo de grano y color de grano en las 252
lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC
durante el ciclo agricola 2015-2016.

<30°: angulo de hoja menor a 30°, 30-45°: angulo de hoja entre 30° y 45°, >45°: angulo de hoja
mayor a 45°; C: panoja compacta, |: panoja intermedia, L: panoja laxa; D: grano dentado, I:

grano intermedio, F: grano flint; B: grano blanco, A: grano anaranjado.

En la Figura 11 se presenta el grafico biplot generado a partir de las dos primeras
componentes principales (CP) obtenidas del andlisis de componentes principales
(ACP) con siete caracteres agro-morfolégicos. Las dos primeras CP explicaron el 65%
de la variabilidad total. En el grafico se observa que los caracteres que mas
contribuyen a la CP1 son altura de planta, altura de espiga, dias a floracion masculina
y dias a floracion femenina, que se encuentran asociados positivamente entre ellos. A

Su vez se observa asociacion negativa entre altura de espiga y la relacion AP/AE. La
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asociacion negativa entre estos caracteres indica que en los genotipos con una altura
de espiga mayor, esto no se debia, necesariamente, a una mayor altura de planta, si
bien en los graficos anteriores se observaba que generalmente la altura de planta era
el doble de la altura de espiga. Los caracteres que mas influyen en la composicién de
la CP2 son el IAE y el LP que presentan asociacion negativa entre ellos. Respecto a la
distribucion de los genotipos en el grafico se observa que las lineas 27, 96, 99 160,
166 y 260 se asociaron con AP, AE, DFM y DFF. Por otro lado, las lineas 48 y 208 se
asociaron con el caracter AP/AE. Los genotipos 62, 65 y 222 se presentaron

asociados a IAE, mientras que 142, 245y 256 se asociaron con LP.

7,00+

3,50+

0,00

CP 2 (23,6%)

-3,50+

_7'00- T T 1
-7,00 -3,50 0,00 3,50 7,00
CP 1(39,2%)

. Genotipos ~ —@—Caracteres

Figura 11. Gréfico biplot del andlisis de componentes principales de siete caracteres
agro-morfolégicos en las 252 lineas de maiz de CIMMYT evaluadas en el campo
experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo agricola 2015-2016. AP: altura de planta;

AE: altura de espiga; AP/AE: relacién altura de planta y altura de espiga; DFM: dias a floracion
masculina; DFF: dias a floracion femenina; IAE: intervalo antesis-estigma; LP: largo de panoja
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Evaluacioén del genotipo
Estructura poblacional

Para describir la estructura genética presente en la poblacion de 252 lineas de maiz
se utilizaron 2530 marcadores moleculares SNP. El valor del logaritmo de asignacion
probabilistica (Ln P (D)) para cada hipotético k aumento con el incremento de k desde
uno hasta diez sin mostrar ningun pico. Entre k diez y quince se observan los mayores
desvios para cada uno de los k inferidos (Figura 12 A). Sin embargo el Ak mostrd un
claro pico para k=4 y un rapido descenso en k=5 (Figura 12 B) indicando que las 252
lineas de maiz se pueden agrupar en cuatro sub-poblaciones. Cada linea esta
representada por una barra vertical, dividida en segmentos de colores donde la
longitud de cada segmento indica la proporcion del genoma de cada genotipo que
pertenece a k= 1, 2, 3 6 4 (Figura 12 C). Las lineas fueron asignadas a la sub-
poblacién para la cual tenian una probabilidad de pertenencia mayor a 0,70. Los
grupos uno y tres fueron los de menor tamafio con seis y cinco genotipos,
respectivamente. Los genotipos que no fueron asignados a ningun grupo, en este caso
79, se definieron como mixtos. Mientras que 104 lineas fueron asignadas al grupo dos
y las restantes 58 al grupo cuatro.

La presencia de estratificacion en la estructura genética de la poblacion fue
observada también al realizar el andlisis molecular de la varianza, el cual indica que la
variacién genética total se repartié en un 4% entre sub-poblaciones y un 96% dentro
de las sub-poblaciones (Cuadro 4). El valor del coeficiente Phisy fue de 0,04 y
estadisticamente significativo (P<0,0001), lo cual sugiere que a pesar de la variabilidad
observada dentro de sub-poblaciones, el factor poblaciéon produce una estructuracion
genética. El indice de fijacion de Wright's (Fs;) presenté valores altos para las sub-

poblaciones de menor tamafio y valores pequefios para aguellas de mayor tamafio.
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Figura 12. Analisis de la estructura poblacional de 252 lineas de maiz de CIMMYT.

0.00

Valor del logaritmo de asignacion probabilistica (Ln P(D)) estimado (A) y Ak (B)
obtenidos con STRUCTURE. Estructura de la poblacién con k establecido en cuatro
sub-poblaciones (C). Los numeros indicados debajo de cada sub-poblacién

corresponden a los valores del indice de fijacion de Wright's (Fs).

Cuadro 4. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) entre sub-poblaciones inferidas
a partir de las 252 lineas de maiz de CIMMYT.

Fuente de ]
o SC GL CM P-valor Porcentaje

variacion

Entre 3,76 4 0,94 <0,0001 4,08

Dentro 82,49 247 0,33 <0,0001 95,92

Total 86,25 251 0,34 100,00

SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrado medio
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Diversidad genética

La diversidad genética y el contenido de informacion polimérfica (PIC) fueron
calculados para estimar la variabilidad genética de las 252 lineas de maiz de CIMMYT
y para cada uno de las sub-poblaciones inferidas. La diversidad genética y el PIC
totales fueron 0,50 y 0,43. Para cada sub-poblacion los valores de diversidad genética
variaron entre 0,04 y 0,49 y los valores de PIC entre 0,03 y 0,42 (Cuadro 5). La Figura
13 muestra el grafico obtenido a partir del andlisis de coordenadas principales (ACoP).
Los distintos colores indican los individuos que pertenecen a cada una de las cuatro
sub-poblaciones inferidas mediante STRUCTURE. Se puede observar que en general
los individuos pertenecientes a un misma sub-poblacion presentan menor distancia

genética entre ellos.

Cuadro 5. Diversidad genética y contenido de informacion polimérfica (PIC) de las 252

lineas de maiz de CIMMYT y de cada sub-poblacion.

o Total Sub- Sub- Sub- Sub- Mixtos
Variabilidad poblacién 1 poblacién 2 poblacién 3 poblacién 4
Diversidad 050
genética : 0,24 0,49 0,04 0,48 0,50
PIC 0,43 0,20 0,42 0,03 0,41 0,42
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Figura 13. Grafico del analisis de coordenadas principales obtenido a partir de 2530
SNP en las 252 lineas de maiz de CIMMYT. No se muestran los individuos

clasificados como mixtos.
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Kinship relativo y distancia genética entre lineas

Las estimaciones de parentesco relativo (kinship relativo) basados en los datos de

SNP indican que el 85% de las estimaciones de parentesco entre pares de lineas

registraron un valor menor a 0,10 (Figura 14 A). No obstante, en algunos pares de

lineas, se observaron valores de las estimaciones de parentesco superiores a 0,30. La

distancia genética de Roger’s media entre las comparaciones por pares de las 252

lineas fue 0,44, dado que el 97% de las comparaciones registré valores entre 0,40 y

0,50 (Figura 14 B).

50+
454
40-
35
30
251

Porcentaje

20

Frecuencia relativa

154
104

o u
L
|
L

0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,251
0,301
0,35l
0,404l
0,451
0,50

Kinship relativo

Figura 14. Distribucion de la estimacion de parentesco relativo por pares (kinship
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relativo) (A) y la distancia genética de Roger's (B) para las 252 lineas de maiz de

CIMMYT utilizando 2530 SNP. Para simplicidad solo se muestra el porcentaje de los

valores de kinship relativo entre 0,05 y 0,50.
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Desequilibrio de ligamiento

Las estimaciones del desequilibrio de ligamiento por pares de marcadores se
realizaron para las 252 lineas de maiz y para las dos sub-poblaciones que agrupaban
al menos 20 individuos en cada una de ellas (Cuadro 6). Todos los valores de r?
presentados en el Cuadro 6 corresponden al DL entre pares de marcadores que
resultaron estadisticamente significativos (p<0,001). En la poblacién total, el r* medio
de todos los marcadores fue 0,20. En las sub-poblaciones 2 y 4 el valor de r* fue 0,36
y 0,30, respectivamente. Al comparar el DL entre los marcadores ligados fisicamente y
aquellos que no poseen ligamiento fisico se puede observar que el valor de r? es
mayor para los marcadores ligados, en la poblacién total y en cada una de las sub-

poblaciones consideradas.

Cuadro 6. Desequilibrio de ligamiento de todo el genoma, en la poblacion completa

y los dos grupos con mayor numero de genotipos asignados.

) Marcadores totales Marcadores no Marcadores ligados
Poblacion ]
ligados
rz rd rz
Poblacion total 0,20 0,07 0,22
Sub-poblacién 2 0,36 0,17 0,36
Sub-poblacién 4 0,30 0,18 0,86

Sub-poblacién: definida segun los resultados del andlisis de estructura de las 252 lineas de
maiz.

r*: coeficientes de correlacion al cuadrado entre pares de marcadores SNP.

Marcadores no ligados: Pares de marcadores de diferentes cromosomas.

Marcadores ligados: Pares de marcadores de un mismo cromosoma.

Para tener una vision general del desequilibrio de ligamiento presente en todo el
genoma y observar bloques de ligamientos se presentan los graficos de desequilibrio
de ligamiento por pares de marcadores para cada uno de los diez cromosomas del
genoma del maiz. Para los 2530 SNP el DL se observé principalmente entre SNP con
ligamiento fisico. En los cromosomas 2, 8 y 9 se observaron grandes bloques de
ligamiento. Mientras que en los cromosomas 5, 6 y 10 los blogues de ligamiento son
de tamafo intermedio. En el resto de los cromosomas se observaron bloques de

ligamiento de menor tamafio (Figura 15).
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Figura 15. Desequilibrio de ligamiento entre 2530 SNP. En el eje X se indica la

posicién del marcador y en el eje Y el nombre de los marcadores.

(Fig. 15 contintia en pag. 42)
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Figura 15. Desequilibrio de ligamiento entre 2530 SNP. En el eje X se indica la

posicién del marcador y en el eje Y el nombre de los marcadores.
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Los valores de coeficientes de correlaciéon al cuadrado entre pares de marcadores
(r°) en funcién de la distancia fisica entre estos SNP se evalu para observar la caida
del desequilibrio de ligamiento en todo el genoma. La Figura 16 muestra que a medida
que aumenta la distancia entre dos marcadores, el valor de DL disminuye rapidamente
indicando que este se da entre SNP adyacentes. En esta poblacion de lineas de maiz,
el DL a través de todo el genoma decay6 por debajo del valor r’=0,10 a partir de una
distancia de 100-300 kb.
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Figura 16. Desequilibrio de ligamiento observado en las 252 lineas de maiz de
CIMMYT, medido con 2530 SNP a través de todo el genoma.
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Andlisis estadistico fenotipo-genotipo

El analisis de componentes principales permitié reducir la dimensién de la matriz de
datos de los 13 caracteres agro-morfolégicos medidos a sélo seis componentes
principales, que explicaban el 75% de la variabilidad. En tanto que, la matriz de datos
de marcadores moleculares se redujo de 2530 marcadores SNP a 147 componentes
principales que explicaban el 79% de la variabilidad presente. En el Cuadro 7 se
presenta la proporcion de consenso obtenida a partir del andlisis de procrustes
generalizado realizado con 147 CP, obtenidas del analisis de componentes principales
a partir de los 2530 marcadores SNP, y 6 CP obtenidas del andlisis de componentes
principales a partir de los 13 caracteres agro-morfolégicos.

Cuadro 7. Suma de cuadrados del andlisis de procrustes generalizado (APG) al
combinar informacién proveniente de caracteres agro-morfoloégicos y de marcadores
moleculares. Los caracteres fueron medidos en las 252 lineas de maiz de CIMMYT
evaluadas en el campo experimental de la FAV-UNRC durante el ciclo agricola 2015-
2016.

Ordenamiento Consenso Residuo Total Proporcién consenso
Fenotipico 0,59 0,41 1,00 0,59
Genotipico 0,59 0,41 1,00 0,59
Total 1,18 0,81 2,00 0,59
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DISCUSION

El CIMMYT es uno de los centros mas importantes de recoleccion, conservacion y
utilizacién de germoplasma de maiz (Yan et al., 2009). La poblacién de lineas de maiz
evaluadas en este estudio mostr6 estar sometidas a varios aflos de mejoramiento ya
gue en general presentan panojas pequefias, hojas erectas e intervalos antesis-
estigma breves. Estos caracteres contribuyen en la eficiencia de transformaciéon en
granos de la luz solar, los nutrientes del suelo y el diéxido de carbono. Las hojas
verticales mejoran la capacidad de la planta de capturar la luz solar para la fotosintesis
cuando la densidad de plantas es alta. Las panojas mas pequefias reducen los
requerimientos energéticos de la planta para mantenimiento general y deja disponible
mas energia para la produccion de granos. En los programas de mejoramiento no se
aplico seleccion especifica para estos caracteres. Sin embargo, al seleccionar para
mayor rendimiento durante un largo periodo de tiempo, se realizé seleccion indirecta
para todos los caracteres que contribuyen al rendimiento (Duvick, 2004). Por otra
parte, en el presente estudio se observo que las lineas evaluadas presentaron buen
comportamiento frente a vuelco y quebrado, ya que la mayoria registr6 valores

menores al 25% de incidencia en ambos caracteres.

Los marcadores moleculares proveen importante informacion biol6gica. La técnicas
biotecnoldgicas que involucran el uso de marcadores moleculares han facilitado la
identificacion y la cuantificacion de la variabilidad genética para el uso y conservacion
de especies de interés El conocimiento a nivel molecular de la diversidad genética de
lineas elite y de poblaciones vegetales cultivadas y silvestres es fundamental para el
uso, manejo y conservacion de germoplasma (Edwards and McCouch 2007). El grado
de variabilidad genética en una poblacion se evalia mediante el contenido de
informacién polimérfica (PIC), la diversidad genética, los valores de los coeficientes
kinship y la distancia genética entre individuos (Dinesh et al., 2016). En el presente
estudio, la variabilidad genética observada en la poblacién de las 252 lineas de maiz
de CIMMYT fue caracterizada con 2530 marcadores moleculares SNP. Los valores de
diversidad genética y PIC obtenidos concuerdan con los informados por Dinesh et al.,
(2016) y Semang et al., (2012) quienes también evaluaron mediante este tipo de
marcadores moleculares a 64 y 450 lineas de maiz de CIMMYT, respectivamente.
Todos estos resultados muestran la amplia variabilidad genética presente en las lineas
de maiz de CIMMYT.

En general, las lineas endocriadas de maiz tienen una historia compleja, han sido

derivadas de variedades de polinizacion abierta y luego cruzadas entre ellas. Esta
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historia dificulta la localizaciéon de las lineas dentro de grupos que reflejen el grado de
similitud genética. La informaciéon genealdgica puede ser una importante guia, dado
que lineas derivadas de antecesores comunes pueden compartir genes y por lo tanto
tienen mayor probabilidad de ser agrupadas respecto a aquellas lineas que provienen
de antecesores no comunes. Sin embargo, la seleccion y la deriva genética durante la
endocria pueden causar discrepancias entre la genealogia y la constitucién genética
(Liu et al.,, 2003). La descripcion de la estructura genética del maiz es de gran
importancia para la seleccion de lineas parentales en el mejoramiento y en la
reduccion de falsas asociaciones en estudios de mapeo de asociacion (Liu et al.,
2014). En el presente estudio se clasificaron las lineas mediante el método de
agrupamiento basado en modelos bayesianos, implementados en el software
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Este analisis permitié clasificar las 252 lineas de
maiz de CIMMYT en cuatro sub-poblaciones. Estudios previos (Semang et al., 2012;
Suwarno et al., 2015) también encontraron estratificacion en la estructura genética
poblacional de lineas de maiz de CIMMYT. Semang et al., (2012) identificaron que los
patrones de agrupamiento no estan basados en el fenotipo, es decir no se correlaciona
con la adaptacién ambiental, el color o tipo de grano 6 con los grupos de madurez. En
el presente estudio también fue observada esa falta de correlacion entre los patrones

de agrupamiento de las lineas con el fenotipo.

Los marcadores moleculares pueden ser usados para calcular el parentesco
relativo entre pares de individuos en un estudio. El parentesco relativo refleja la
identidad aproximada entre dos Individuos sobre la probabilidad media de identidad
entre dos individuos aleatorios (Yan et al., 2009). En este estudio, los valores de los
coeficientes del andlisis de parentesco fueron en su mayoria menores a 0,50. Ademas,
sélo un 0,16% de las distancias genéticas fueron menores a 0,10 indicando que cada
linea de maiz aporta cierta variabilidad genética que puede ser de interés en un
programa de mejoramiento. Los valores observados en este estudio concuerdan con
los informados por Dinesh et al., (2016) quienes evaluaron la diversidad y la estructura
presente en una poblacion de 64 lineas de maiz de CIMMYT que representaban el
germoplasma del programa tropical. Mientras que Semang et al., (2012) también
informan valores similares en su estudio de caracterizacion molecular de 450 lineas de
maiz de CIMMYT pertenecientes a los programas de mejoramiento de Africa. Por otro
lado, la distancia genética del presente estudio es levemente superior a la informada
por Dao et al., (2014) quienes mediante 1057 SNP evaluaron la diversidad genética
presente en una poblacion de 100 lineas de maiz que representaban el germoplasma

del instituto de investigaciones ambientales y agricolas (INERA), del instituto
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internacional de agricultura tropical (IITA) y del centro internacional de mejoramiento
de maiz y trigo (CIMMYT).

La medida del desequilibrio de ligamiento en cualquier poblacion utilizada para
asociacion tiene influencia en los resultados de mapeo debido a que la existencia de
grandes bloques de ligamiento y la presencia de una baja tasa de disminucién del DL
disminuyen la resolucion del mapeo (Suwarno et al., 2015). En las lineas de maiz de
este estudio el DL entre marcadores ligados fue mayor al DL presente en los
marcadores no ligados, indicando que el ligamiento es predominante en la
determinacion del DL en comparacion con otras posibles causas. Los resultados
concuerdan con lo informado por Zhao et al., (2014) quienes al analizar el DL presente
en una poblacién de 329 accesiones de algodon con 212 marcadores microsatelites
(SSR) también encontraron que el ligamiento fisico era la principal causa del DL
observado. Para el total de marcadores, el DL presente en las dos sub-poblaciones
analizadas en este estudio fue mayor al DL presente la poblacion completa de lineas
de maiz, sugiriendo que el DL aumentd cuando la poblacién se estratifico en sub-

poblaciones.

La estadistica multivariada es usada para describir y analizar observaciones
multidimensionales obtenidas al relevar informacién sobre varios caracteres para cada
uno de los genotipos en estudio (Balzarini et al., 2008). El analisis de componentes
principales permitié reducir la dimension de la matriz de datos genotipicos de 2530
SNP a 147 componentes principales que explicaron el 79% de la variabilidad presente.
Por otro lado la matriz de datos agro-morfolégicos se redujo de 13 caracteres agro-
morfologicos a seis CP que explicaron el 75% de la variabilidad total. EI consenso
entre caracteres fenotipicos (agro-morfolégicos) y genotipicos (marcadores
moleculares SNP) permiti6 ver la asociacion de aquellos respecto al genoma en
estudio. Esto puede considerarse como una herramienta inicial que permite la
identificacion de asociaciones subyacentes a los datos y la ubicacion de caracteres
cuantitativos (QTL), con la ventaja adicional que pueden realizarse con mas de un
caracter simultdneamente (Demey, 2008). El analisis conjunto de los datos fenotipicos
y genotipicos mediante el analisis de procrustes generalizado permitié observar un
60% de consenso entre el ordenamiento de los genotipos mediante marcadores
moleculares y caracteres agro-morfoldgicos. Este valor fue levemente inferior al
observado por Hernandez et al., (2010) quienes informaron un 67% de consenso entre
14 caracteres fenotipicos y 40 marcadores moleculares, conformados por 20 RAPD y
20 SSR, en 14 lineas de maiz en Venezuela. Segun Baranger et al., (2004) la

correlacion entre la diversidad molecular y agro-morfoldgica indica desequilibrio de
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ligamiento entre los marcadores moleculares y los genes que controlan los caracteres

agro-morfoldgicos evaluados.

Los conocimientos del presente trabajo muestran la presencia de variabilidad en la
poblacién de 252 lineas de maiz de CIMMYT para los 13 caracteres agro-morfolégicos
medidos. Esta variabilidad puede ser utilizada para la identificacion de QTL mediante
la realizacién de estudios de mapeo de asociacion. A su vez, la identificacion de la
estructura genética poblacional y los andlisis de relacién entre las lineas pueden ser
de gran valor para la implementacion de estudios de mapeo de asociacion con esta
poblacién. Esta informacion, en conjunto con datos fenotipicos de caracteres de
interés, obtenidos en multiples ambientes de evaluacion, permitiria identificar QTL para
realizar seleccion asistida por marcadores (MAS) en programas de mejoramiento de
maiz. Lo cual le brindaria numerosas ventajas a los mejoradores genéticos de
instituciones tanto publicas como privadas. La seleccion asistida por marcadores
moleculares permite evaluar una poblacién de plantas en estadios juveniles aun
cuando se trate de caracteres que se expresan al final de la vida del organismo. Tiene
la capacidad de permitir seleccionar caracteres de interés agrondémico que son dificiles
de evaluar fenotipicamente e insumen un alto costo y tiempo. Tal es el caso de la
enfermedad viral Mal de Rio Cuarto, asi como también otras enfermedades virales del
maiz donde mediante la MAS es posible obtener genotipos con resistencia genética, lo
cual es eficiente y ambientalmente sustentable. Permite distinguir individuos
homocigotos de los heterocigotos en una sola generacion, sin necesidad de realizar

pruebas de progenie.
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CONCLUSIONES

La poblacién de lineas de maiz evaluada en este estudio presenta amplia variabilidad
fenotipica para los caracteres agro-morfolégicos evaluados.

La poblacion de lineas de maiz posee una amplia variabilidad genética.
La poblacion de 252 lineas de maiz presenta estratificacion en su estructura genética.

El ligamiento fisico y la rapida caida del mismo, indican que la poblacion de lineas de

maiz, es adecuada para posteriores estudios de mapeo de asociacion.

La correlacion entre la diversidad molecular y fenotipica, observada mediante el
moderado valor de consenso, indica desequilibrio de ligamiento entre los marcadores

moleculares y los genes que controlan los caracteres agro-morfolégicos medidos.
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