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RESUMEN

La senescencia retrasada o fAiStay Greeno (
de los cultivos y esta asociado con la picdon de biomasa, resistencia al encamado y
rendimiento de grano. Ademas, es probable que esté correlacionado con la tolerancia a bajo
nitrogeno (N); sin embargo, no existe mucha informacién al respecto en el cultivo de maiz.
Tanto los estudios fisiologis como los estudios genéticos sobre senescencia se han realizado
en un escaso numero de genotipos, obteniéndose conclusiones parciales. Por tanto, esta
investigacién profundiz6 en los mecanismos genéticos y fisiolégicos relacionados con la
senescencia emaiz, para lo cual se propuso como principal objetivo el estudio a nivel
fisiologico y genético de la senescencia en maiz templado. Para cumplir con este objetivo se
realizaron tres experimentos por separado. El primero, consisti6 en la caracterizacion
multiambiental de la senescencia en lineas élite de diferente precocidad, para caracteres
fisiol6gicos y agrondmicos relacionados con el proceso de senescencia y el rendimiento de
grano y biomasa. En el segundo, se detectaron QTL asociados a la senesckacia mapeo
de asociacion en una poblacion multiparental (MAGIC); y, en el tercero se detectaron genes
relacionados con la senescencia, mediante el estudio de la expresion génica de lineas puras de
maiz.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el pestadio, se concluyd que la duracion
de la actividad fotosintética vario entre lineas y el SG funcional fue el tipo predominante en las
lineas puras de maiz templado. Adengsayor duracion de la actividad fotosintética revelo
incrementos en el rendiento de grano y biomasa, asi como también, en la duracion del llenado
de grano y en la humedad del grano y biomasa.

Los resultados del mapeo de asociacion en la poblacién multiparental revelaron que el
caracter SG esta controlado por multiples genesed¢oafenor y que el gen Zm00001d043586
fue particularmente importante, ya que explica las diferentes velocidades a las que sucede la
senescencia.

El estudio de la expresion génica, reveld que a nivel transcriptébmico, hay una extensa red
de genes que intat@lan conjuntamente, los cuales estan activando, reprimiendo y/o
produciendo sinergismo o antagonismo en las diferentes funciones en las que estan
involucrados, durante la etapa de la senescencia. Se identificaron 1083 genes que aymentan (
regulated y 588 genes que disminuyedafvn regulatefisu expresion durante la senescencia
en todas las lineas evaluadas. Los gedesin regulated estuvieron involucrados
principalmente en la fotosintesis, mientras que, los ggnesgulatedestuvieron relacionados
con procesos catabodlicos. Ademas, un subconjunto de 196 genes diferencialmente expresados
codific6 para factores de transcripcién y algunos de ellos son homologos a factores de
transcripcion encontrados en Arabidopsis.

Desde el ambito de la mejora de cultiyse llegd a la conclusion de que mediante la
modificacion del tiempo de senescencia se podria mejorar la produccién de grano, forraje y/o
bioenergia. Mientras que, a nivel molecular existen genes claves involucrados en el proceso de
senescencia que podlni ser utilizados para aumentar la eficacia de la mejora vegetal.






RESUMO

A senescencia retrasada ou AStay Greeno (
dos cultivos e estd asociado coa producion de biomasa, resistencia 0 encamamento e
rendemento @ gran. Ademais, € probable que estea correlacionado coa tolerancia a baixo
nitroxeno (N); sen embargo, non existe moita informacion ao respecto no cultivo do millo.
Tanto os estudios fisioloxicos coma o0s estudios xenéticos sobre senescencia realigaronse n
namero baixo de xenotipos, obténdose conclusions parciais. Polo tanto, esta investigacion
profundou nos mecanismos xenéticos e fisioloxicos relacionados coa senescencia no millo, para
o cal propuxose como principal obxectivo o estudo, a nivel fisiaddxicxenético, da
senescencia no millo temperado. Para cumprir con este obxectivo realizaronse tres
experimentos por separado. O primeiro, consistiu na caracterizacion multiambiental da
senescencia en lifias elite de diferente precocidade, para carastel@sidos e agronémicos
relacionados co proceso da senescencia e o rendemento do gran e biomasa. No segundo,
detectaronse QTL asociados a senescencia mediante mapeo de asociacion nunha poboaciér
multiparental (MAGIC); e, no terceiro detectdronse xeneaci@hados coa senescencia,
mediante o estudo da expresion xénica de lifias puras de millo.

Segundo isto os resultados obtidos no primeiro estudo, concliese que a duracion da
actividade fotosintética variou entre lifias e o SG funcional foi o tipo predominastlifias
puras de millo temperado. Xunto con isto, a maior duracion da actividade fotosintética revelou
incrementos no rendemento do gran e biomasa, asi como tamén, na duracion do enchido do
gran e na humidade do gran e biomasa.

Os resultados do mapee dsociacion na poboacion multiparental, revelaron que o caracter
SG esta controlado por multiples xenes de efecto menor e que o xen Zm00001d043586 foi
particularmente importante, xa que explica as diferentes velocidades as que acontece a
senescencia.

O egudo da expresidn xénica, revelou que a nivel transcriptbmico, hai una extensa rede de
Xenes que interactan conxuntamente, os cales estan activando, reprimindo e/ou producindo
sinerxia ou antagonismo nas diferentes funciéns nas que estan involucraatus, aletapa da
senescencia. Identificaronse 1083 xenes que aumeiptaggulatedle 588 xenes que diminden
(down regulateyla sua expresion durante a senescencia en todas as lifias avaliadas. Os xenes
down regulatedestiveron involucrados principalmenmta fotosinteses, mentres que, 0s xenes
up regulatedelacionaronse cos procesos catabdlicos. Ademais, un subconxunto de 196 xenes
expresados de xeito diferencial codificou para factores de transcricion e algin deles son
homologos a factores de transcricegnctontrados en Arabidopsis.

Dende o campo da mellora de cultivos, chegouse a conclusién que mediante a modificacién
do tempo de senescencia poderiase mellorar a producién do gran, forraxe e/ou bioenerxia.
Mentres que a nivel molecular existen xenes clawaslucrados no proceso de senescencia
gue poderian ser utilizados para aumentar a eficacia da mellora vexetal.






ABSTRACT

Delayed senescence or "Stay Green" (SG) is a desirable trait for crop production and it is
associated with biomass production, lodpiresistanceand grain yield. In addition, it is
probably correlated with low nitrogen (N) tolerance; however, there is not much information
about this in maize. Both physiological and genetic studies about senescence have been
conductedin a small numheof genotypes, resulting in partial conclusions. Therefore, this
investigation deepened, in the genetic and physiological mechanisms related to senescence in
maize, forwhat we proposed as main objective: to study at the physiological and genetic levels
the senescence in temperate maize. In order to achieve this objective, three separate experiments
were carried out. The first consisted in the meitvironmental characterization of senescence
in elite lines of different precocity, for physiological andragmic traits related to the
senescence process, as well as, grain and biomass yield. In the second, QTL associated with
senescence was detected by association mapping in gpardtit population (MAGIC); and,
in the third, genes related to senescenae wetected, through the study of gene expression
maize inbred lines.

According to the results obtained in the first study, it was concluded that the duration of
the photosynthetic activity varied between lines and the functional SG was the predominant
type in the temperate maize inbred lines. Additionally, the longest duration of the
photosynthetic activity revealed increases in the grain and biomass yield, duration of the grain
filling and in the grain moisture and biomass.

The results of associationapping in the multparent population revealed that SG trait is
controlled by multiple genes of minor effect and that the gene Zm00001d043586 was
particularly important since it explains the different rhythms of speed with which senescence
occurs.

The geneexpression study, revealed that at transcriptomic level, there is an extensive
gene$ network that interact together, which are activating, repressing and/or producing
synergism or antagonism in the different functions in which they are involved, dbeng t
senescence stage. We identified 1083 genes that incrtgasegulatedl and 588 genes that
decreasedown regulateyl their expression during senescence in all lines evaluBaan
regulatedgenes were mainly involved in photosynthesis, whileupeegilated genes were
related to catabolic processes. In addition, a subset of 196 differentially expressed genes
codified for transcription factors and some of them are homologous to transcription factors
found in Arabidopsis.

From the ambit of crop breedinigwas concluded that by modifying the time of senescence
the grain, forage and/or bioenergy production could be improved. While at the molecular level
there are key genes involved in the senescence process that could be used to increase the plan
breedimg effectiveness.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 ELMAiz

1.1.1 Importancia y estadisticas generales

El incremento de la demanda global de alimentos y energia por parte de la poblacién
mundial, son dosgle los retos principales a los que el mundo enfrenta actualmente, por lo que
es imperativo mejorar los sistemas de produccion agricola para satisfacer dichas necesidades.
El na?eza Lmadyses un cultivo de gran i ngpuoer teasnc
utilizado como alimento humano, como al i me
nYamer o de productos i(Phalstwad R0 @) jyurdtasc macm® L
el ar r oz impartantes de eatorig8hsferawet al, 201J).

A medida que la produccién de energia y combustible a partir del uso de la biomasa vegetal
adquirieron relevancia, el maiz también increment6 su importancia, debido a que este cultivo
podria ser considerado de doble propdésito ya que puede ser utitizamograno para la
alimentacion humana y/o animal, mientras que sus residuos vegetales serian usados como
materia prima para generar calor y/o electricidad (Quemados directamente) o ser fermentados
para producir biocombustib(€aicedoet al, 2016)

En 2016, el 8rea cosechada de ma?2z grano
hect 8reas y |l a producci-n de grano fue aj
superando ampliamente | as cantidades produ
t o ndeal sa, respectivamente). En el mi smo perz2zo
cereal en el mundo fueron Estados Unidos de
una producci-n total de 384, 231, atnént 89

(FAOSTAT, 2018)

1.1.2 Evolucion del cultivo de maiz

Tras la domesticaciéon del maiz, los agricultores y/o mejoradores del cultivo usaron
variedades de polinizacion abierta (OPV, por sus siglas en idgkss Pollinated Varietigsy
practicaron basicamenteleccion masal. La seleccion masal, hace referencia a la selecciéon de
las mejores mazorcas provenientes de las mejores plantas dentro de una poblacién o variedad
de polinizacién abierta. Estétodo practicado hasta finales de la década de los afine 30,
fue eficiente para mejorar caracteres de baja heredabilidad como el rend{imeenyoTracy,

2009) El promedio del rendimiento obtenido para este tipo de cultivares fue menor a 2000 kg
-hat (Kutka, 2011; Troyer, 2009)

Desde 1939 hasta la actualidadnocido como la era de los hibridos, los mejoradores de
maiz han logrado resultados exitosos mediante mejora genética del rendimiento deegrano
y Tracy, 2009) Un claro ejemplo fue lo ocurrido en los Estados Unidos con maiz de zonas
templadas, dondel rendimiento de grano aumenté casi 99 kg - afio?, incrementando la
produccion desde 1300 kba? obtenido en 1939 hasta 7800-kgi' en 2005Lee y Tollenaar,

2007)

El desarrollo de hibridos de maiz es indudablemente una de las mas rgfipadhstivas
innovaciones en el ambito de la mejora vegé€tabyer y Wellin, 2009) por lo que su
utilizaciéon a nivel mundial es una practica muy comun, que ha venido desarrollandose y
perfeccionandose para aumentar el rendimiento del cultivo por utdadperficie en zonas
tropicales y templadas.
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Un eslabon importante para desarrollar hibridos de maiz es la obtencion de lineas con alto

grado de homocigosidad, debidoaguke obj eti vo principal de cual
enf ocado en d ah?2olbrtiechacs - s dproducir h2bridos
involucrando | 2neas homocig-ticas (|l 2neas pur
al m8xi mo | a heterosis y obtener h2bridos su
(Dhl ieda,yaoR 00 9 ; Hal |l auer ey ,QR0OKa, i 2009t r Oadae
h2brida ha desarrollado a | o | argo del ti emp

diversas 'y provenientes de [dChllremiagynees0 0be a
consecuencia, se han regi $§Segébayv ak HAWDIdige el | a
y Tri mb)| el HA@e®a4d)e | mayn nZ, S Q1CTHRX) one, 1998)

1.1.3 Maiz templado frente a maiz tropical

Aungue tanto el maiz templado como el maiz tropical hanrs@jorados durante la era de
los hibridos, es evidente que el maiz templado ha sido estudiado y mejorado en mayor medida.
En las regiones templadas como la faja maicera de Estados Unidos, previo a la utilizaciéon y
comercializacion de los hibridos (perioii8651930), los agricultores ya contaban con un
nYmer o I mportante de variedades de polinizaci
AfReid Yell ow Dento, fAMinnesota 130, fALancaste
Posteriormente, se foaron grupos heteroéticostiff stalk no stiff stalk loden) (Mikel y
Dudley, 2006) variedades sintéticak(va Stiff Stalk Synthe)iclineas pura¢Lu y Bernardo,
2001)e hibridos, utilizando como germoplasma base las variedades de polinizacidmiitee.
1930 y 1960 se desarrollaron y cultivaron hibridos dobles (formados del cruzamiento entre
cuatro lineas puras, Figura 1) y desde 1960 hasta la actualidad se han generado y cultivado
hibridos simples e incluso hibridos genéticamente modifid@aoger, 2004; 2009)
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Gréfico 1.1 Evolucién del rendimiento de maiz (kg - hal) en Estados Unidos de América (adaptado de
Troyer, 2009).
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Por el contrario, el maiz tropical ha sido menos explotado comercialmente. Sin embargo,
el germoplasma tropat y subtropical se ha utilizado como nueva fuente de genes para mejorar
el maiz templado y asi ampliar la base genética de los hibridos comerciales m@i¢ines
al., 2010; Yaret al, 2009) Sin embargo, la mejora de maiz tropical usando germopldsma
maiz templado ha resultado dificil debido, principalmente, a su falta de adaptacion y tolerancia
a determinados insectos y enfermedades presentes en climas tropicales, ademas de su pobre
calidad del gran¢Goodman, 1999)

1.2 LA SENESCENCIAEN LAS PLANTAS

La senescencia es la fase final del desarrollo de los vegetales, por lo tanto, es un
componente integral del ciclo de vida de la planta y es tan importante como la fase de
crecimiento o maduracién. Esta fase es observable en una amplia variedad deypantas
diferentes partes de las mismas (hojas, pétalos, 6rganos reproductivos, raices, corteza y semillas
germinadas). El propdsito primario de la senescencia es la movilizacion y reciclaje de nutrientes
desde érganos vegetativos a 6rganos reproductivasnfEno que tiene enormes implicaciones
tanto en el crecimiento del cultivo como en la produccion de alim@btvgardset al, 2012)

Durante el ciclo de vida, una hoja sufre al menos tres fases de desarrollo diferentes: una
fase de incremento funcional & etapa inicial del crecimiento, una fase de funcionalidad
completa en la etapa de madurez y una fase de disminucion funcional en la etapa de senescencie
(Wuet al, 2012)

Previo a la muerte de la hoja, en la senescencia ocurren numerosos cambiogealtame
sincronizados a nivel celular, organico y molec@arsari y Chen, 2011dejando marcados
sintomas como cambios visibles de color, reduccién de la fotositKesmraet al, 2003)
destruccién de los cloroplastos, degradacion de RNA, DNA y preteademas, de la
translocacién de macro y micromoléculas a otras partes de la (ughamet al, 2008;

Thomas y Smart, 1993)

Se sabe que el carbono, nitrégeno y otros nutrientes como el azufre e iones metalicos son
transportados desde las hojas sesretes Edwardset al, 2012) El uso eficiente del nitrdgeno
sera de vital importancia para la planta ya que su disponibilidad siempre ha sido un factor
limitante para su desarrollo. Por otro lado, también es conocido que el rendimiento de grano de
los cutivos depende del nitrégeno absorbido durante la etapa previa a la floracion, para luego
ser removilizado desde las hojas hasta el grano durante la etapa de llenado y maduracién
( Mas c | au x etal,200B)resattasido de esta forma la importanededase senescente
en las plantas cultivadas.

En maiz, la senescencia de las hojas esta coordinada con la senescencia de toda la planta
gue a su vez estd influida por factores endégenos y ambief@alabe y EscobaBGutierrez,

2009) He et al.(2002)revelaron que existen dos tipos de senescencia, una precoz y una tardia.
La senescencia precoz se refiere al deterioro de la calidad vegetal que afecta considerablemente
a la calidad del grano y, por lo tanto, a la produccién de los ce(éaleget al, 2004) Por el

contrario, la senescencia tardia es la denominacion utilizada por los mejoradores de plantas para
identificar a los genotipos stay green (SG).

1.2.1 Importancia del stay green y su relacion con el llenado del grano

Stay green es un término gerartlizado para denominar a aquellos genotipos con una
senescencia foliar tardia heredable en comparacién a un genotipo de refdieoicias y
Howarth, 2000)

Debido al retraso en la senescencia de las hojas, los genotipos SG acumulan mayor cantidad
de materia seca durante el llenado de grano, lo que conlleva a un mayor rendimiento de los
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cultivos (Valentinuz y Tollenaar, 2004por tal motivo, el SG se utiliza como un criterio de
seleccion en la mejora de este cultivo, usado para extender la duradlénatil del grano y
asegurar que el tamafio del mismo no esté limitado por la falta de asimilados en la post floracion
(Pintoet al, 2016)

A su vez, el llenado del grano depende de dos fuentes que suministran carbono y nitrégeno.
La primera son las hoj&stosintéticamente activas que transfieren fotoasimilados directamente
hacia el grano y la segunda son los tejidos de reserva, antes o después de la floracion, que
redistribuyen los fotoasimilados que han sido almacen@@ogy y Zhang, 2006 Al respecto
varios autores han resaltado la importancia de la tasa de senescencia sobre el rendimiento de
los cultivos, mediante el control de los fotoasimilados en la etapa posterior a la floracion
(Himelblau y Amasino, 2001; Thomas y Howarth, 20@ igual formaBogardet al.(2011)
enfatizaron que el efecto del SG foliar sobre el rendimiento y la concentracion de proteina en
el grano también depende de la disponibilidad de nitrdgeno durante el periodo posterior a la
antesis.

Aungue el caracter SG puede incremae el rendimiento de los cultivogju et al.(2012)
consideran gue la senescencia de la hoja puede influir positiva o negativamente en el peso final
del grano. Asi pues, los genotipos SG cultivados en condiciones desfavorables (frio, por
ejemplo) podriampresentar valores bajos en la tasa de llenado de grano, en la eficiencia en el
uso del nitrégeno y en el contenido de proteina en el grano, generando contradicciones para los
mejoradores de este caraqi®onget al, 2005)

1.2.2 Tipos de stay green

En los cltivos, el SG puede ser cosmético o funcional. En los fenotipos con SG cosmeético,
las plantas y hojas, aunque mantienen el color verde, han perdido su capacidad fotosintética. A
diferencia de los anteriores, el SG funcional se refiere a los fenotiposagtiemen su color y
conservan su capacidad fotosintética adti<@nteet al, 2016; Thomas y Howarth, 200l
incremento en el SG visual, basado simplemente por el color de las hojas y tallos, ha sido usado
en la mejora de maiz como un caracter queuestp de manifiesto marcadas diferencias entre
los hibridos antiguos y los mas moder(idavick, 2005)

Thomas y Smart (1993jividieron el caracter SG en cuatro tipos (A, B, C y D);
posteriormenteThomas y Howarth (200@fadieron el tipo E a la clasificion anterior. En el
tipo A se produce un retraso en el inicio de la senescencia y luego continla en tasas constantes.
En el tipo B la senescencia se produce a un ritmo lento. En el tgpsdabescencia ocurre de
forma natural, pero hay un fallo en lagdadacion de la clorofila y, aunque se mantiene el color,
la fotosintesis no se lleva a cako. el tipo Dia muerte de la hoja se produce de forma artificial,
por ejemplo, al congelarse, por lo que mantiene el color, aunque ya esta muerta y no realiza
fotosintesisFinalmente, en el tipo E las hojas acumulan un alto contenido de clorofila, pero sin
aumentar la fotosintesis

1.2.3 Caracteres relacionados con stay green

Este caracter ha sido descrito en diversas especies (Tabla 1.1) por tener influencia favorable
en la produccién de los cultivos, ya que ha sido asociado positivamente con la resistencia al
encamadd@Duvick y Cassman, 19993! rendimiento de biomag¢Borrell et al, 2000; Thomas
y Smart, 1993)el incremento del rendimiento de grano en plantasvaalas bajo condiciones
de estrés producidas por seq(Barrell et al, 2014) la limitacion de nitrégendThomas y
Ougham, 2014) el calor(Pintoet al, 2016)

Ademas, ha sido asociado con la resistencia a diferentes patdgenos, tales como
Helminthospoium turcicumPass, virus del mosaico del enanismo (MDMV, por su nombre en
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inglésMaize Dwarf Mosaic Virus virus del rayado negro (MBSDV, por su nombre en inglés
Maize Black Streaked Dwarf Virug Stenocarpella maydi@Berk.) en maiZBensch, 1995;
Choi et al, 1994) Bipolaris sorokiniana(Sacc.) en triggAcharyaet al, 2011; Joshet al,
2007) Macrophomina phaseolingTassi), Fusarium sppy Colletotrichum sppen sorgo
(Burgesset al, 2002; Rashmi y Rajkumar, 201%) Rhyncosporium Sarocladium y
Helminthosporiumen arroz(Jenningset al, 2002) Algunos autores también han relacionado
el SG con la tolerancia a una mayor densidad de plantas en diferentes ¢Ahlitoosettaet

al., 2014; Donget al, 2012; Joshet al, 2007)

Tabla 1.1 Caracteres relacionados con el S tay Green obteni dos para varios cultivos de importancia comercial
(adaptado de Caicedo et al., 2016)

Especie Caracter asociado con el SG Referencia
Tolerancia a sequia y bajo nitrégeno (Badu-Apraku et al. , 2012)
Alto .rendlmlen to de grano, incremento de (Wilkinson y Hill, 2003)
Maiz materia seca _ _
Alta acumulacion de sacarosa (Ceppi et al. , 1987)
Mayor rendimiento de biomasa (Sinclair y Horie, 1989)
Alta acumulacion de carbono y nitrégeno (Antonietta et al. , 2014)
Mayor llenado de grano (Chenetal. , 2010)
Alto peso de mil granos (Derkx et al. , 2012)
Trigo Tolerancia al calor, alto rendimiento de grano y (Kumari et al. , 2013)
biomasa
Tolerancia a sequia (Nawaz et al. , 2013)
Incremento en el rendimiento de grano, mayo r (Yoo et al. , 2007)
Arroz llenado de grano N . _
Menor descomposicion clorofilica, menor (Jiang et al. , 2007)
degradacion de pigmentos y proteinas
Tolerancia a la sequia y bajo contenido de (Cukadar-Olmedo etal., 1997)
. humedad del grano en la cosecha
Girasol

Tomate, pimiento
Brécoli
Kiwi

Pratense
(Miscanthus)

Mandioca (Yuca)

Judia (Fréjol, frijol )

Alto contenido de aceite, incremento de
biomasa

Inhibicion de la degradacion clorofilica y
proteina durante la maduracion de los frutos
Reducida degradacion clorofilica, senescencia
tardia

Alta biosintesis de pigmentos y reduccién de su
degradacion

Tolerancia a sequia, senescencia retrasada de la
hoja, incremento de biomasa

Tolerancia a la sequia, incremento de biomasa
fresca total, alto contenido de materia seca en
la raiz

Incremento del tamafo de la semilla, alto
rendimiento, tolerancia al calor

(De la Vegaet al. , 2011)
(Barry et al. , 2008)
(Gémez-Lobato et al. , 2014)
(Montefiori et al. , 2016)
(Clifton -Brown et al. , 2002)

(Lenis et al. , 2006)

(Ismail et al. , 2000)

124

Estimacién del caracter stay green

En la literatura existe una gran variedad de metodologias para evaluar el SG. La
metodologia seleccionada depende basicamente del cultivo y del tamafio de la poblacion. El
método comunmente utilizado ha sido la esahd rango visual, que, aunque es subjetivo, es
muy Util para grandes poblaciones. En varios trabajos sus autores utilizaron escalas visuales de
1 a5, donde 1 era asignado a plantas con todas las hojas verdes y 5 a plantas con todas las hoja
secaqBelicuaset al, 2014; Camarat al, 2007; Cost&t al, 2008) Por el contrariokanteet
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al. (2016)utilizaron la escala anterior (de 1 a 5) peroeste casdl era asignado a plantas
completamente secas y 5 a plantas totalmente verdes. Una variantenti@dtefue utilizada

por Xu et al. (2000)y Al-Karaki (2012)que se basaron en la proporcion de area foliar de una
hoja de tamafio estandar con senescencia prematura y muerta. La calificacion 1 correspondia a
hojas saludables; 2, 3 y 4 indicaban aproximaatgte 40, 60 y 80% del &rea foliar muerta,
respectivamente; mientras que 5 indicaba muerte total de las plantas (hojas y tallo). Otros
autores usaron escalas diferentes para evaluar el S§epwio,Joshiet al. (2007)utilizaron

una escala de 0 a 9 pacuantificar el area verde, mientras dgau-Apraku et al. (2012)
emplearon una escala de 1 a 10.

Por su parte/Vanget al.(2012)evaluaron este caracter obteniendo el indice de area foliar
verde en tres etapas del cultivo: durante el periodo de deatim30 dias después de la
floracion y en madurez fisioldgica.

Otro modo de estimar el caracter SG de las plantas consiste en medir directamente el
contenido de clorofila de las hojas mediante el uso de equipos portatiles como SPAD (Konica
Minolta, Inc.,USA) o CCM200 (OptiSciences, Inc., USA) que calculan el valor del indice de
concentracion clorofilica (CCI, por sus siglas en inglédorophyll Concentration Indgx
Estos equipos proporcionan valores que se corresponden con la cantidad relativafitte clo
total presente en las hojgéu et al, 2000)

Otra alternativa para evaluar los genotipos SG es medir su eficiencia fotoquimica utilizando
analizadores portatiles de fluorescencia clorofilica. A partir de medidas de fluorescencia
clorofilica se olienen parametros como el rendimiento cuéntico potencial o maximo del
Fotosistema Il (#Fm) comunmente medido bagmndiciones de adaptacion a la oscuridad de
las hojas, lo que desarticula todo el mecanismo de transporte de electrones necesario para la
redizacion de la fotosintesis, y permite determinar la fluorescencia inicial o mingpa (F
fluorescencia maxima ffy la diferenciaentre los valores maximo y minimo, & Fm-Fo). El
rendimiento cuantico maximo del Fotosistema |l esta determinado padtakém= (Fn-Fo)
| Fm, por lotanto,si aumenta k, el valor del rendimiento cuantico tenderiare (Murchie y
Lawson, 2013)Para la mayoria de las especies el valor 6ptimo de rendimiento cuantico es de
0,83, valores mas bajos indican que las plah#as sido sometidas o han sufrido de forma
natural algun tipo de estrés, especialmente por-ifibibicion o por algun dafio en el
fotosistema Il (foteoxidacion)(Maxwell y Johnson, 2000)

Por otro lado, las medidas de fotosintesis, transpiracién, condiactestomatica y
temperatura de la hoja en funcién del intercambio gaseoso, pueden permitir diferenciar
genotipos SG. Para el efecto se usgniposde medida deintercambio de gases (equipos
portétiles) tales como 6400 (LFCOR, Inc.) o GFS000 (HeinAValz GmbH). Estos equipos,
son sistemas abiertos que llevan un sensor infrarrojo Gtil en el andlisis del intercambio gaseoso
(IRGA, por sus siglas en inglésfra Red Gas Analyzgrlo que significa que las medidas de
fotosintesis y transpiracion se basamlas diferencias de G@ H2O en una corriente de aire
gue fluye a través de una cadmara cerrada donde se encuentra la hoja para ser analizada. Cuando
se mide fotosintesis con un IRGA se obtiene un valor de la fotosintesis neta, es decir, el balance
entreel CO fijado y el emitido(Varelaet al, 2010)

Aunque el uso de cartas de colores para tejidos y hojas ha sidomigpara incrementar
la eficiencia en el manejo del nitrégeno en cultivos como el trigo y el @hfitizet al, 2005)
Nguy-Robertsoret al. (2015)emplearoresta metodologia para separar hojas de maiz por su
color, en funcion del contenido de clorofila presente. En este contexto, el uso de estas cartas y
particularmente las cartas de color Munsell para tejidos de plantas puedenhesaitaientas
Gtiles para evaluar el caracter SG.
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Las imagenes térmicas y de fluorescencia clorofilica, consideradas herramientas poderosas
para el estudio de la heterogeneidad espacial y temporal de la transpiracion de las hojas y del
rendimiento fotosirdtico (Chaerleet al, 2007) se han convertido en una alternativa rapida y
econdémicamente viable para el fenotipado e identificacion de genotipos SG. Estas herramientas
generalmente van ensambladas o acopladas a vehiculos aéreos no tripulados, tdtes como
drones.

1.3 ESTUDIOS GENETICOS RELACIONADOS AL CARACT ER STAY GREEN

13.1 Poblaciones de mapeo

Una poblacion de mapeo se define como un grupo de genotipos que presentan variabilidad
para el caracter en estudiBstas poblaciones pueden clasificarse en estadzdary no
estructuradas.

1.3.1.1 Poblaciones de mapeo estructuradas

En este grupo se incluyen las poblaciotedineas recombinantes (RIL, por sus siglas en
inglés Recombinant Inbred Lingdiparentales, multiparentales (MAGIC, por sus siglas en
inglés Multiparent Advances Generation Intercrys@nidadas para mapeo de asociacion
(NAM, por sus siglas en inglédested Association Mappipg procedentes de poblaciones
locales @elingléslandraces.

Las poblaciones biparentales de mapeo que se utilizaron en wipiprifueron las
poblaciones §; >3y los retrocruzamientos (BC, por sus siglas en ingiskros$. Las RIL
se puedenobtene mediante 6 a 8 ciclos de autofecundacién a partir de la generac@n F
mediante la obtencion de haploides dobles (DH, porsglas en ingléPouble Haploid}
donde se explota el fendbmede haploidia. En el caso del maiz ha resultado mas eficiente
producir lineas DH induciendo la haploitharzivoen vez de mediante cultiwovitro de anteras
o de 6vulos, como ocurre en otmdtivos (Prasanna&t al, 2013) Por otro lado, también han
sido utilizadas las poblaciones de lineas casi isogénicas (NIL, por sus siglas eNaaglés
Isogenic Lineg desarrolladas a partir de retrocruzamientos sucesivos, Cuyos cromosomas
difieren intamente entre si por los segmentos que contienen los QTL (delQngléstative
Trait Loci) responsables del caracter en estudio.

Las poblaciones multiparentales de mapeo resultan del cruce de mdltiples lineas
fundadoras; y, permiten generar un conjudélineas puras mediante sucesivos ciclos de
autofecundacion o generacion de Mackay y Powell, 2007)Para aumentar la resolucion se
puede recombinar varias veces la poblacion base antes de obtener las lineas homocigéticas. Asi
se obtienen las poblacies MAGIC que tienen la ventaja frente a las poblaciones biparentales
de que permiten el estudio simultaneo de mas de dos.alelos

Por otro lado, las poblaciones anidadas son el producto de cruzar diferentes lineas puras de
origen totalmente distinto con umico parental en comudn y posteriormente recombinadas y
autofecundadas sucesivamente para generar familia@//RMullen et al,, 2009)

1.3.1.2 Poblaciones de mapeo no estructuradas
Al hablar de poblaciones no estructuradas se hace referencia a las poblaclasegien
la relacion familiar es desconocida. Dentro de este grupo se incluyen los paneles de asociacion,
los cuales agrupan lineas de diverso origen que representan la variabilidad de la especie en
estudio. En varios estudios realizados en maiz se hanéotado el uso de este tipo de
poblaciones con la finalidad de mejorar la resolucion de los caracteres est(Giachs
Kulandaiveluet al, 2006; Rincenet al, 2012)
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1.3.2 Mapeo de QTL relacionados al caracter SG

En maizZhenget al.(2009)llevaron a cab@l mapeo de QTL para el caracter SG en una
poblacion E generada a partir del cruzamiento entre una linea SG (Q319) y una linea estandar
(Mo17). El mapeo de intervalos compuestos (CIM, por sus siglas en Gwi@sosite Interval
Mapping fue la metodologi empleada para la identificacion de los QTL. Un total de 14 QTL
fueron detectados para el caracter SG en diferentes intervalos de tiempo tras la floracion. La
proporciénde la varianza fenotipioaxplicada por @da QTL varié desde 5,40 a 11,49% con
accionsinérgica procedente de la linea Q319. Los autores encontraron una elevada correlacion
entre el caracter SG y el rendimiento.

Posteriormentd)Vanget al.(2012)analizaron 189 individuosEerivados del cruzamiento
entre las lineas de maiz A13&2xMol7(linea SG x linea estandar), usando el modelo mixto
basado en mapeo de intervalos compuestos (MCIM, por sus siglas en imngéariddet
based Composite Interval Mappindestos autores encontraron 14 QTL para tres caracteres
relacionados con SG (area vewk la hoja por planta 30 dias después de la floracion, area verde
de la hoja y nimero de hojas verdes por planta en la etapa de maduracion del grano). El
porcentaje de varianza fenotipica explicado por cada uno de los QTL oscil6 entre el 3,16 y el
12,50%

Por su parteKanteet al. (2016)identificaron QTL relacionados al SG en maiz templado
utilizando dos poblaciones de mapeddfmadas al cruzar la linea SG PHG39 con dos lineas
no SG denominadas EA1070 (maiz liso europeo) y B73 (maiz dentaciotdein maicen).
Estos autores encontraron asociacién entre los marcadores usados y el caracter SG en tres
regiones (bins 1.04.09, 5.02 y 10.04.0.06), basandose en el analisis de individuos ubicados
en las colas extremas (alta y baja) durante la evalua&simismo, consideraron que la fuerte
asociacion de algunos marcadores en el cromosoma 1 puede estar redamonadmayor
cantidad de clorofila (cuatro veces mas), detectada a los dos meses después de la floracion,
mostrada por los homocigotos de dishnarcadores con alelos SG, en comparacién con los
homocigotos con alelos no SG. Finalmente, concluyeron que en todas las regiones los alelos
favorables provienen de la linea SG PHG39.

En un estudio mas recientanget al.(2017)mapearon y validaron QTpara parametros
asociados al SG de la hoja de maiz. Para ello, utilizaron datos de una poblacién &b F
165 lineas procedentes del cruzamiento entre una linea pura SG (Zheng58) y una linea pura
modelo (B73). En este trabajo se detectaron un totaBd@TL en nueve cromosomas. Cada
QTL explicé entre el 3,7 y 13,5% de la varianza fenotipica. Ademas, utilizando el método de
familias puras heterogéneas para la validacion de QTL SG importantes, encontraron que los
pardmetros asociados al SG, tales comatertodo de clorofila, eficiencia fotosintética del
fotosistema |l y &area verde de la hoja en la madurez fisiol6gica se correlacionaron
significativamente con el rendimiento de la planta.

En otros cultivos también se llevaron a cabo estudios de mapeo dadQdiados al
caracter SG. En sorgBukumararet al.(2016)realizaron el mapeo genético de una poblacion
RIL desarrollada a partir del cruzamiento entre Tx436 (linea no SG y de alta calidad
alimenticia) y 00OMN7645 (linea SG de alto rendimiento), queofudenotipadas en ocho
ambientes y genotipadas por secuenciacion (GBS, por sus siglas enGegliyping by
Sequencing En total obtuvieron 15 QTL, de los cuales 4 fueron para caracteres relacionados
al SG (contenido de clorofila y fluorescencia cldrcdi) localizados en los cromosomas 3, 4y
5. Los QTL identificados en los cromosomas 3 y 4 explicaron del 8 al 24% de la variacion
fenotipica.

Por su parteGous et al. (2016) evaluaron la expresion del caracter SG en cebada
empleando mapeo de intervalmempuestos en 100 lineas pertenecientes a una poblacién de
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dobles haploides derivados del cruzamiento ND24260 x Flagship. Los autores detectaron 10
QTL para SG situados en los cromosomas 3H, 4H, 5H, 6H y 7H; seis también estaban asociados
con estrés por && y cuatro con estrés hidrico.

En trigo de inviernoYanget al. (2016)utilizaron una poblacién RIL construida con 306
lineas formadas a partir del cruzamiento Hanxuan 10 (resistente a sequia) y Lumai 14 (alto
rendimiento sin estrés hidrico) para deaeQTL asociados al contenido de clorofila durante la
etapa del llenado del grano, caracter que esta ligado al SG. Se detectaron 12 QTL de efecto
aditivo y cuatro QTL de efecto epistatico bajo mapeo condicionado y no condicionado,
respectivamente. Estos QTueron distribuidos en 6 cromosomas: 3B, 3D, 4B, 5A, 6A y 7A.

La variacion fenotipica explicada por cada QTL vario entre 2,12 y 12,80%. También detectaron
un QTL mayor (QChBA.1) presente en multiples etapas durante el llenado del grano.

Otro estudio ralizado en arroz probo la existencia de QTL relacionados con la senescencia
de la hoja durante la madurez. Se identificaron seis QTL para alto mantenimiento del contenido
de clorofila, cuatro QTL para contenido de nitrdgeno y cinco QTL para tasa de ttartso
nitrégeno a los brotes durante la madurez. Ademas, encontraron un QTL prominente y estable
(QCHRY en el cromosoma 3, el mismo que incrementa la acumulacion y distribucion de
nitrégeno a las hojas durante la madurez. Para llevar a cabo este estpltiaron datos de
una poblacién RIL derivada del cruzamiento entre las lineas Akenohoshi y Koshihikari
(Yamamotoet al, 2017)

1.3.3 Expresion génica

La traduccion es la transformacion de instrucciones codificadas en los acidos nucleicos en
proteinas. En losstudios de expresion génica se analiza la cantidad de ARN que mas tarde,
mediante la traduccion, se transformaria en proteinas. La actividad de miles de genes
simultaneamente puede ser medida generando su perfil de expresion, los cuales pueden, por
ejempb, distinguir las células que se encuentran dividiéndose activamente o la reaccion de las
mismas a un determinado tratamiento, convirtiéndose la expresién génica, por tanto, en un
aspecto clave durante el desarrollo de un fenotipo.

En la actualidad, los é@odos para analizar la expresion génica y caracterizar el
transcriptoma pueden clasificarse en dos grupos: basados en la hibridacién y basados en la
secuenciacion del ARN.

1.3.3.1 Andlisis de la expresion génica por hibridacion

Este método ha avanzadwchodese los primeros estudios basados en la técnica de
Northern blot la cual permitia la identificacién de algunas decenas de genes simultdneamente,
hasta llegar en la actualidad a los chips de ADN, técnica que ha permitido caracterizar varios
miles de transcpitos a la ve£Schenaet al, 1995) Estos chips estan basados en la hibridacion
de sondas marcadas con fluoréforos frente a miles de genes diana que estan anclados a
superficies de vidrio o silicona. Esta técnica determina la concentracion de difessrsestos
representados en el chip de forma seuantitativa. La desventaja que presentan es que no
existe la posibilidad de descubrir nuevos transcritos o caracterizar la expresion de genes que no
se encuentran representados en el @Pgscual y Canizas, 2012; Schena, 1999)

1.3.3.2 Andlisis de la expresion génica por secuenciacion de ARN
El continuo avance en las tecnologias de secuenciacién de préxima generacion (NGS, por
sus siglas en inglédext Generation Sequencinba llevado a un incremento masivo lan
cantidad de datos de expresion génica, lo que ha revolucionado de forma progresiva el estudio
gendmico y transcriptomico. El estudio a nivel del transcriptoma finalmente ha resultado en
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una tecnologia innovadora denominada R8EY], la misma que desdade pocos afios ha sido
empleada en el estudio de diferentes plantas, incluyendo(naitzal, 2010b; Zhangpt al,
2014b) soja(Severiret al, 2010) arroz(Zhanget al,, 2010a) sorgo(Wu et al,, 2016) algodon
(Lin et al, 2015)y ArabidopsigFilichkin et al, 2010)

A diferencia de los chips de ADN, este método permite descubrir nuevos transcritos y
caracterizar directamente el transcriptorfRascual y Cafizares, 2012Asimismo, en
comparacion con los métodos basados en la hibridacion, la telenBlNg-Seq presenta las
siguientes ventajas: ofrece un amplio rango de niveles de expresion, asi como mas informacién
para detectar alelos con expresion especifica, nuevos promotores e isoformas y genera menos
ruido y un mayor rendimient@gvam et al, 2012; Oshlacket al, 2010)

1.3.4 Estudios de expresion génica relacionadas al caracter SG usando la

tecnologia RNASeq

Pocos trabajos han abordado la identificacion de genes asociados a la senescencia en maiz
utilizando tecnologia RN/Seq. Unicament&hang et d. (2014b) realizaron un analisis
transcriptomico de la linea pura de maiz Q319 con la finalidad de entender los mecanismos
moleculares ocurridos durante el desarrollo de la senescencia natural e inducida en la hoja. En
ese estudio identificaron tres pl§i de expresion que incluian 2271, 2082 y 3117 genes
diferencialmente expresados (DEGSs, por sus siglas en iDdfégentially Expressed Genes
gue habian derivado de tres comparaciones realizadas durante la senescencia natural
(senescencia temprana deHojavs hojas maduras, senescencia tardia de la V®f@jas
maduras y senescencia tar@senescencia temprana de la hoja). Los genes identificados
fueron incluidos, de acuerdo a su clasificacion funcional, dentro de 18 categorias involucradas
en el metabolismo de las proteinas, transportadores y sefiales de transduccidén. Asimismo,
identificaron 233 genes codificando a factores de transcripcion (TFs, por sus siglas en inglés
Transcriptional Factor¥ distribuidos dentro de 35 familias, incluyendo lasifeas MYB,
bHLH, C2H2, NAC, AP2/EREBP y bZIP. Dicho estudio reveld que los genes relacionados con
el transporte en la etapa temprana de la senescencia participan en la transferencia de enzimas y
aminoacidos, mientras que los genes con regulacion pogipveegulatedl en la etapa tardia
de la senescencia estuvieron involucrados en el transporte de azucares.

En otros cultivos, también se ha abordado el estudio de la expresidén génica para el caracter
SG. En SorgoWu et al. (2016)evaluaron la linea de altendimientoKaoliang Ji2731 bajo
condiciones de senescencia natural e inducida por la oscuridad durante cuatro etapas del
desarrollo de la senescencia (madurez, senescencia temprana, media y tardia). Los autores
identificaron 3396 genes asociados a l@&seancia (SAGs, por sus siglas en in§lésescence
Associated Gengsinvolucrados predominantemente en procesos metabdlicos y actividades
cataliticas de acuerdo a su ontologia genética (GO por sus siglas eGemgé®ntology La
totalidad de genes gquecieron 13 rutas KEGG (del ingl&goto Encyclopedia of Genes and
Genomeps Ademas, encontraron siete regiones importantes en los cromosomas 1, 4, 5y 7
conteniendo SAGs cuya funcién se relacionaba con la unién de iones de manganeso y con la
reserva dewutrientes. También identificaron varios factores de transcripcion implicados en la
regulacion de la senescencia en la hoja de sorgo denomi@&tes EIN3 y WRKY53 Al
comparar los dos métodos evaluados (senescencia natural e inducida), los autties arent
507 SAGs comunes, 1996 SAGs especificos para el desarrollo y 176 marcadores potenciales
para monitorear la senescencia en sorgo.

En el estudio realizado pbin et al.(2015)en algodon cultivaron plantas de la linea CCRI
36 en condiciones ambiahés controladas bajo ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.
Estos autores detectaron 3624 genes diferencialmente expresados durante la senescencia de la
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hoja. La mayoria de genes con regulacién negatioar regulatejl estuvieron relacionados

con k fotosintesis, el metabolismo de la clorofila y la fijacion del carbono, mientras que los
genes con expresion positivap( regulatedl estuvieron involucrados en las sefiales de
transduccion de hormonas. Ademas, encontraron 519 TFs expresados diferetegialmen
incluidos en su mayoria en las familias WRKY, bHLH y C3H. También identificaron 960 genes
involucrados en la regulacién y metabolismo de ocho hormonas, de los cuales, los genes con
regulacion positiva estuvieron involucrados en las rutas del &cidisiabsbrassinosteroides,

acido jasmonico, acido salicilico y etileno. Finalmente, demostraron que los genes involucrados
en las rutas de las auxinas, citoquininas y giberelinas actian como reguladores negativos de la
senescencia.

1.4 JUSTIFICACION DE LA | NVESTIGACION

La produccién de biomasa y el rendimiento del maiz dependen de la capacidad de la planta
para realizar la fotosintesis en condiciones cambiantes y durante un periodo de tiempo
prolongado. Algunos genotipos de maiz mantienen las hojas de cderdgante mas tiempo
de lo que es habitual en este cultivo, aunque esto no afecta a la maduracion y secado del grano.
Estos genotipos se denominan "stay green”. Debido al retraso en la senescencia de las hojas,
los genotipos SG acumulan mayor cantidadhdéeria seca durante el llenado de grano, lo que
conlleva un mayor rendimiento de graif@alentinuz y Tollenaar, 2004)Ademas, el
mantenimiento de las hojas verdes los hace mas adecuados para el doble aprovechamiento
alimentarieenergéticoThomas y Howah (2000)propusieron 5 tipos diferentes de,a@nque
podrian reducirse a tan solo dos, aquellos que presentan plantas con clorofila funcional (que
sigue realizando la fotosintesis) o no funcional. De acuerdva@entinuz y Tollenaar (2004)
el patron ‘ertical de inicio de la senescencia va desde las hojas basales y superiores hacia las
hojas centrales, que son las Ultimas en envejecer. Aunque segun otros autores el patrén de
senescencia es muy variable y podria ser diferente en plantas sometidas (& &stléas
Gutiérrez y Combe, 2012; Pomnalal, 2006) Los factores internos o externos que provocan
la senescencia de las hojas no estan claros, aunque se han propuesto como desencadenantes «
este proceso la relacion fuente/sumid@tajcan y Tollenaa 1999)y el contenido de azlcares
de la hoja(Rajcanet al, 1999) Por otro lado, el SG se ha asociado con tolerancia a bajo N
(BaduAprakuet al, 2012; Workuwet al, 2012) La mayor tolerancia a bajo N puede deberse a
una mejor captacion del N dispbte en el suelo 0 a un mejor aprovechamiento del N una vez
captado.Ma y Dwyer (1998)y Worku et al. (2012) proponen la hipétesis, sin comprobar
experimentalmente, de que los genotipos SG son tolerantes a bajo N debido a que mantienen
una mayor transpira@n a través de las hojas, lo que conlleva una mayor asimilacion de N. A
su vez,Li et al. (2012) sugieren, en base a mediciones de fotosintesis, que después de la
fertilizacion nitrogenada la coordinacion del fotosistemael fptosistema Il es mas eficige
en los genotipos SG que en los genotipos no SG

Con respecto a la regulacion genética del caracter, en Arabidopsis se han identificado
multiples genes con expresion alterada durante la senescencia. Resulta complicado conocer el
papel exacto de cada gemla senescencia, ya que durante la misma ocurren multiples procesos
gue tienen | ugar en diferentes partes de |
también la degradacion y movilizacion de diversas sustancias (clorofila, proteinas, ANN, AR
lipidos, etc.)(Edwardset al, 2012) Aunque la mayor parte de estudios genéticos se han
realizado en Arabidopsis, esta planta modelo no es probablemente ideal para estudios de
senescencia debido a la corta vida de sus liBjashanarWollastonet al, 2003) En maiz,
Wanget al.(2012)y Zhenget al.(2009)localizaron numerosas regiones con efectos genéticos
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(QTL) en el caracter, pero ninguno de efecto mayor. Resultados similares fueron obtenidos por
Messmetlet al.(2011)para SG en condiciones de 8&q

Una vez que el nivel tecnolégico ha permitido el genotipado rapido y econémico de un
numero relativamente elevado de individuos, el fenotipado estd empezando a despertar un
interés cada vez mayor por parte de la comunidad cier(@ceet al, 2008) El conocimiento
de procesos fisioldgicos clave asociados con el rendimiento de los cultivos, o que se conoce
como diseccion de caracteres, es fundamental en mejora genética de(BEmemsdest al,

2004) En el caso del maiz, la mejora genéticaizadh durante décadas ha sido efectiva
mejorando el area foliar y el grado de inclinacién de las hojas que, a su vez, ha mejorado la
capacidad fotosintética del cultifbee y Tollenaar, 2007)Segun estos autores, un segundo
caracter que ha contribuidolaa mejora del rendimiento es el SG. Por dltimo, el nUmero de
granos también ha aumentado con la mejora, manteniendo el balance fuente/sumidero que es
necesario para la estabilidad de la plabég y Tollenaar (2007f)roponen el SG funcional, es

decir, elmantenimiento de la actividad fotosintética durante el llenado de grano y el nimero de
granos por mazorca como los caracteres mas interesantes para mejorar el rendimiento del
cultivo.

En estudios preliminares realizados en la Misién Biologica de Gali@(RISIC) se ha
identificado una linea con un SG muy acusado-{{&sta linea se ha cruzado con una linea
con SG estandar y se ha desarrollado una poblacion de magee Ika sido evaluada para el
caracter SG. Esto ha permitido detectar una regién dhengge con efecto mayor sobre el
caracter (regiétl), aunque la regién esta definida con poca precigianteet al, 2016) A su
vez, se ha desarrollado una poblacion de mapeauzando la linea SG con una linea
estandar (B73) diferente a la previangeutilizada, para comprobar si el efecto persiste en otro
entorno genético y para afinar la localizacion del gen o genes relacionados. Asimismo, se
empez6 a introducir la regiéhen la linea B73 mediante retrocruzamiento para obtener una
version isogénic&G de B73 y poder estudiar con mayor precision el efecto del gen sobre
distintos caracteres de la planta.

Como ya se mencion-, el retraso en | a senes
para la produccién de los cultivos y esta asociado comtupcion de biomasa, resistencia al
encamado y rendimiento. Ademas, es probable que esté correlacionado con la tolerancia a bajo
nitrogeno (N); sin embargo, no existe mucha informacién al respecto en el cultivo de maiz.
Ademas, tanto los estudios fisiolégs como los estudios genéticos sobre senescencia se han
realizado en un escaso numero de genotipos, por lo que se han obtenido conclusiones parciales.
Esta investigacion profundizara en los mecanismos genéticos y fisiol6gicos relacionados con la
senescena en maiz.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar a nivel fisioldgico y genético la senescencia en maiz templado.

2.2  Objetivos especificos

2.2.1 Caracterizar la senescenciadiaate la evaluacion en multiples ambientes de
lineas elite de diferente precocidad (floracion temprana, media, tardia y muy
tardia) para caracteres fisioldgicos relacionados con el proceso de la senescencia
y para caracteres relacionados con el rendimidatgrano ya biomasa.

2.2.2 Detectar QTL relacionados con la senescencia en una poblacion de mapeo
multiparental (MAGIC) y estudiar el cambio en la expresion génica que ocurre
durante la senescencia mediante RS&Y que a su vez servira para identificar
genes asociados con este proceso.
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3 MATERIALES Y METODOS

Para una mejor comprension de la metodologia empleada, esta investigacion fue dividida
en tres secciones principales. La primszacion se refiere al estudio de la variacion genética
para caracteres relacionados con la senescencia, la segunda al mapeo de QTL asociados al SC
en una poblacion multiparental; y la tercera, al estudio de la expresion génica de lineas puras
de maiz durae la senescencia. En cada seccion se describe el material vegetal, los caracteres
evaluados y los métodos estadisticos utilizados en cada estudio.

3.1 ESTUDIO DE LA VARIACI ON GENETICA PARA CAR ACTERES RELACIONADOS CON LA
SENESCENCIA

3.1.1 Material vegetal

En esteestudio se utilizé una coleccion de 197 lineas puras de maiz que incluye lineas que
presentan elevada expresion de SG visual y lineas sin esta caracteristica (Tabla 3.1). Esta
coleccién estuvo compuesta por 100 lineas élite, desarrolladas por HoldewlatieouBeeds
y Pioneer HiBred, cuya Proteccién ("PVP") por el gobierno de los Estados Unidos de América
ha expirado recientemente, 70 lineas desarrolladas en diferentes programas publicos (INRA,
University of Hohenheim, CRAJnita di Ricerca per la Maisdoka, Penn State University,
lowa State University,...), 11 lineas que son los principales progenitores del material privado
®l i te actual ( B 7 3(MikelD20B1| Mikeley, Dudiey] 20DGYy,16é lineas
obtenidas en la Mision Bioldgica de Galicieodhs estas lineas representan los principales
grupos de germoplasma dentado (Lancedtet3, Lancaste€103, OhO7/Midland, lodent,
Stiff StalkB14, Stiff StalkB37, Stiff StalkB73) (Mikel y Dudley, 2006)y liso (lineas
europeas) de las zonas templadas.

Tabla 3.1 Presencia del caracter Stay Green, ciclo y grupo heterético de las lineas de maiz
incluidas en este estudio para determinar la variacion genética de caracteres relacionados con
la senescencia.

Linea Ciclo Say Green  Grupo heterotico
CR1HT Precoz No Sin clasificar
EP42 Precoz No Europeo liso
EZ21 Precoz Si Sin clasificar
EZ59 Precoz Si Europeo liso
EZ79 Precoz Si Sin clasificar
F030 Precoz Si Europeo liso
F05405 Precoz Si Sin clasificar
F090 Precoz Si Europeo liso
F106 Precoz Si Europeo liso
F166 Precoz Si Europeo liso
F564 Precoz Si Europeo liso
LH160 Precoz Si Sin clasificar
0Q403 Precoz No Sin clasificar
P033 Precoz Si lodent

PA3401 Precoz Si Mezcla Stiff stalk -B14/Min13/Lancaster (Oh43)/
PA3641 Precoz Si Mezcla-Reid (Funk)/Lancaster (C103)
PHFA5 Precoz Si Sin clasificar
PHK76 Precoz Si No stiff stalk
PHR25 Precoz No lodent

PHTE4 Precoz Si Sin clasificar
DK3IIH6  Medio No No stiff stalk
A632 Medio No Stiff stalk (B14)
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Tabla 3. 1 (Continuacion) Presencia del caracter Stay Green, ciclo y grupo heterético de las lineas
maiz incluidas en este estudio para determinar la variacion genética de caracteres relacionados con

la senescencia.

Linea Ciclo Say Green Grupo heterotico
B108 Medio Si No stiff stalk
CS608 Medio No Sin clasificar
EC401 Medio Si Stiff stalk

EC402 Medio Si Stiff stalk

EC403 Medio Si Stiff stalk

EZ51 Medio Si Plata argentino
EZ81 Medio Si Stiff stalk (B14)
EZ9 Medio Si Plata argentino
F04704 Medio Si Sin clasificar
F06102 Medio Si Sin clasificar
F06909 Medio Si Sin clasificar
F161 Medio Si Europeo liso x argentino liso
F98902 Medio Si Sin clasificar
L155 Medio No Sin clasificar
LH127 Medio No No stiff stalk
LH163 Medio No Sin clasificar
LH168 Medio Si Sin clasificar
LH172 Medio Si Sin clasificar
LH184 Medio Si Sin clasificar
LH202 Medio No Stiff stalk

LH223 Medio Si Sin clasificar
LH52 Medio No No stiff stalk
LH57 Medio No No stiff stalk
LH59 Medio Si No stiff stalk
LH82 Medio No No stiff stalk
0Oh43 Medio No No stiff stalk
0S602 Medio No Stiff stalk
PA3327 Medio Si Sin clasificar
PA3402 Medio Si Stiff stalk
PA3403 Medio Si Stiff stalk
PA3423A Medio Si Stiff stalk
PA3423B Medio Si Stiff stalk
PA3754  Medio Si Mezcla-Reid (Funk)/Lancaster (C103)/W5427?
PA3758 Medio Si Variable

PA7236 Medio Si Lancaster (Oh43)
PA742 Medio Si Lancaster (Oh43)
PA8635 Medio Si Sin clasificar
PH207 Medio No lodent

PHBA6 Medio Si Sin clasificar
PHBWS Medio No Sin clasificar
PHEW?7 Medio No Sin clasificar
PHG47 Medio No No stiff stalk
PHH93 Medio Si lodent

PHJ33 Medio Si No stiff stalk
PHN11 Medio Si lodent

PHR47 Medio No Stiff stalk (PHG39)
PHR63 Medio Si Sin clasificar
PHVA9 Medio Si Sin clasificar
PHZ51 Medio Si Sin clasificar
SD43 Medio Si Sin clasificar
SD44 Medio Si Sin clasificar
SD46 Medio Si Sin clasificar
B104 Tardio Si Stiff Stalk

B106 Tardio Si No stiff stalk
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Tabla 3.1 (Continuacién) Presencia del caracter Stay Green, ciclo y grupo heterético de las lineas
de maiz incluidas en este estudio para determinar la variacion genética de cara cteres relacionados
con la senescencia.

Linea Ciclo Say Green Grupo heteroético
B109 Tardio Si Stiff stalk
Bl4a Tardio Si Stiff stalk
B37 Tardio No Stiff stalk
B66 Tardio No No stiff stalk
B73 Tardio No Stiff stalk
B79 Tardio No Sin clasificar
B94 Tardio Si Stiff stalk
B97 Tardio Si No stiff stalk
EZ13 Tardio Si Plata argentino
EZ18 Tardio Si Midland
EZ52 Tardio Si Plata argentino
F04703 Tardio Si Sin clasificar
F64 Tardio Si Sin clasificar
1205 Tardio No Sin clasificar
LH128 Tardio No No stiff stalk
LH181 Tardio No Sin clasificar
LH190 Tardio No Stiff stalk
LH192 Tardio Si Stiff stalk
LH195 Tardio Si Stiff stalk
LH200 Tardio Si Sin clasificar
LH206 Tardio No Sin clasificar
LH208 Tardio Si Stiff stalk
LH210 Tardio No Sin clasificar
LH213 Tardio Si No stiff stalk
LH216 Tardio Si Sin clasificar
LH224 Tardio No Sin clasificar
LH51 Tardio Si No stiff stalk
LH65 Tardio Si No stiff stalk
Lo904 Tardio Si Stiff stalk (B73/B37)
Mo17 Tardio No No stiff stalk
Mo20W Tardio No No stiff stal k
N209 Tardio Si Sin clasificar
N551 Tardio Si Sin clasificar
NC292 Tardio No Stiff stalk
Oh3167b Tardio No Sin clasificar
PA8634 Tardio Si Sin clasificar
PA8637 Tardio Si Sin clasificar
PA8638 Tardio Si Sin clasificar
PA8640 Tardio Si Sin clasificar
PHAWG6 Tardio Si Sin clasificar
PHBB3 Tardio No Sin clasificar
PHHB4 Tardio Si Sin clasificar
PHHB9 Tardio No Sin clasificar
PHHH9 Tardio Si Sin clasificar
PHJ70 Tardio Si Stiff stalk
PHK29 Tardio Si Stiff stalk
PHK35 Tardio Si Sin clasificar
PHMVI10 Tardio No Stiff stalk
PHN73 Tardio Si No stiff stalk
PHN82 Tardio Si No stiff stalk
PHP38 Tardio Si Sin clasificar
PHP85 Tardio Si Sin clasificar
PHPR5 Tardio Si Sin clasificar
PHR58 Tardio Si No stiff stalk
PHR61 Tardio No Sin clasificar

23



MARLON BRAINER CAICEDO VILLAFUERTE

Tabla 3.1 (Continuacion) Presencia del caracter Stay Green, ciclo y grupo heterdético de las lineas de
maiz incluidas en este estudio para determinar la variacién genética de caracteres relacionados con la
senescencia.

Linea Ciclo Say Green Grupo heterético
PHT10 Tardio No Stiff stalk
PHT11 Tardio No Sin clasificar
PHT47 Tardio Si Sin clasificar
PHT60 Tardio Si No stiff stalk
PHVO7 Tardio Si Sin clasificar
PHV78 Tardio Si No stiff stalk
PHW51 Tardio Si Sin clasificar
PHW52 Tardio Si Stiff stalk
PHW53 Tardio Si Sin clasificar
PHW79 Tardio Si No stiff stalk
SD40 Tardio Si Sin clasificar
SD41 Tardio Si Sin clasificar
SD45 Tardio No Sin clasificar
Va35 Tardio Si No stiff stalk
WIL903 Tardio No No stiff stalk
B54 Muy tardio No No stiff stalk
B95 Muy tardio Si No stiff stalk
B96 Muy tardio No Sin clasificar
DE1 Muy tardio Si No stiff stalk
DE2 Muy tardio Si No stiff stalk
EZ14 Muy tardio Si Plata argentino
G Muy tardio No Sin clasificar
LH1 Muy tardio Si Sin clasificar
LH123HT  Muytardio Si No stiff stalk
LH159 Muy tardio No Sin clasificar
LH194 Muy tardio Si Stiff stalk
Mo12 Muy tardio No Sin clasificar
NC258 Muy tardio Si Sin clasificar
NC300 Muy tardio Si Sin clasificar
PA8630 Muy tardio Si Sin clasificar
PHG39 Muy tardio Si Stiff stalk
PHG84 Muy tardio No No stiff stalk
PHGV6 Muy tardio Si Sin clasificar
PHJ31 Muy tardio Si No stiff stalk
PHK93 Muy tardio Si Sin clasificar
PHM49 Muy tardio Si No stiff stalk
PHM57 Muy tardio Si No stiff stalk
PHP60 Muy tardio Si Sin clasificar
PHT55 Muy tardio Si Stiff stalk
PHV53 Muy tardio Si Sin clasificar
T8 Muy tardio Si Sin clasificar

3.1.2 Datos fenotipicos

Basandonos en su fecha de floracion las lineas se distribuyeron en cuatro grupos (precoces,
medias, tardias y muy tardias) y se evaluatdizando un disefio aumentado especifico para
cada grupo de precocidad. Los ensayos se realizaron en dos localidades de la provincia de
Pontevedr a: Sal cedo, Pontevedra (42A 246 N,
Cal del as ( 42 A36Q 3 de alitud) dirAnte308 @éfiosQ01§ y 2016. Pontevedra es
una zona costera con clima templado y himedo y Ponte Caldelas es una zona interior de mayor
altitud y un clima mas humedo y frio. La precipitacion promedio durante el periodo de cultivo
(mayonoviembre) en 2015 fue de 521 y 826 mmy en 2016 fueron 594 y 762 mm en Pontevedra
y Ponte Caldelas, respectivamente. Asimismo, la temperatura promedio durante el mismo
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periodo fueron 17,8 y 17,6°C en Pontevedra y 16,3 y 16,5°C en Ponte Caldelas para 2015 y
2016, respectivamente. De acuerdo con los analisis de suelo (Estacion Fitopatoldgica de Areiro)
la clase textural en las dos localidades fue franco arenoso con estructura granular y alto
contenido de materia organicag%). Para los analisis de datosceasiderd la combinacion

entre localidad y afio como un ambiente. En cada localidad los tratamientos fueron dispuestos
en un disefio aumentado con dos bloguss utilizaron 7, 18, 19 y 13 testigos por bloque para

las lineas precoces, medias, tardias y tauyias, respectivamentea unidad experimental

estuvo constituida por parcelas de 29 plantas cada una, representadas por un surco de 6,09 m\
una superficie total de 4,9 m2. Se sembraron dos semillas por golpe a una distancia de 0,21 m
entre plantas y 80 m entre surcos. Finalmente se dejo una planta por golpe, obteniendo una
densidad de 60.000 plantasa®.

Se evaluaron caracteres fisiolégicos y agronémicos de cada linea, desde la floracion hasta
la senescencia, en cuatro momentos (1, 2, 3, 4 corrdgmtes a floracion, 30, 60 y 75 dias
después de la floracion, respectivamente). Todas las medidas de los caracteres fisiologicos
fueron realizadas en la parte central de la hoja en cuya axila se encontraba la mazorca de cinco
plantas tomadas al azar pi@nente marcadas (a excepcion de fotosintesis que se tomo en dos
plantas).

A continuacioén, se describen los caracteres que han sido medidos en este estudio y que se
dividen en dos apartados:

Fisiologicos:

A indice de clorofilaCLO_1,CLO_2, CLO_3yCLO_4)esta variable fue tomada utilizando
un medidor de clorofila (CCM200 OpSiciences, Inc., USA). Este mide la relacion entre la
radiacion transmitida a través de la hoja en dos longitudes de onda (940 y 660 nm) y muestra
el indice del Contenido de Clorddil(CCl, por sus siglas en ingl€hlorophyll Content
Indey.

A Tasa fotosintética (FOT_1, FOT_2, FOT_3 y FOT_4): se refiere al valor promedio
determinado en dos plantas, usando el equipo de analisis de intercambio gaseoso por
infrarrojos LF6400XT (L-COR, hc., USA) y expresado emmol CQ, - m? - s,

Agrondémicos:

A Longitud de mazorca (LONGMZ): distancia medida desde la base, en su insercion con el
pedunculo, hasta el apice de la mazorca; el valor fue el promedio de cinco mazorcas tomadas
al azar. Se exprésn centimetros.

Numero de hileras de granos por mazorca (NUMHIL): nimero promedio de hileras de
granos contadas en cinco mazorcas de cada parcela elegidas al azar.

Peso de 1000 granos (P1000K): peso de 1000 granos de cada parcela previamente contados
y secados a 60 °C. Se expresd en gramos.

Llenado del grano (LLEGRA): niumero de dias transcurridos desde la floracion hasta la
madurez fisiologica del grano (presencia del punto negro en la base del grano).

Humedad del grano (HUMG) y biomasa (HUMBIO): regidaa después de la cosecha y
estimadas en base al peso humedo de una muestra de grano o paja y secado en estufa a 8
°C durante tres dias. Los valores fueron obtenidos utilizando la siguiente expresién:

> > > >
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A Rendimiento de grano (RG): calculado ajustando al 14% de humedad del grano y utilizando
la siguiente formula (expresado ethl):
s i 0.0, Q DY pmimm
YQe QQa QQe—so :

e

¢ O

<o

Donde:
PC =Peso total de las mazorcas de las plantas de una parcela, expresado en kilogramos.
D = Proporcion de grano, expresado en tanto por uno.
e e e Lo DI OB DG ET QWi
D1 €N et Ot e5—F——o 57—
VD Qio&E CVXNWA® W I

MS = Materia seca (100porcentaje de humedad), expresado en tanto por uno.

86 =Factor de correccion para expresar el rendimiento a 140Yde humedad

AP = Area de la parcela experimental, expresada en mz.

A Proteina bruta en grano (BRG) y paja (PROTBIO): determinadas aplicando el método
Kjeldahl (Bradstreet, 1954¢n muestras de grano y paja molida, secadas previamente en

~ estufa a 60 °C durante 5 dias. Expresado en porcentaje.

A Rendimiento de biomasa (RBIO): calculado utilizando lemfda que se muestra a
continuacion y expresado enta: B

- ,,00 0Ypm

Y0t 006 OEQE bt )i~

Donde:

PB = Peso total de la biomasa de la parcela experimental, expresado en kilogramos (se
consideré como biomasa toda la plaatexcepcion de las mazorcpsr lo que, de aqui
en adelard, el término biomasa haré referencia a lo antes mencionado).

MS = Materia seca (100porcentaje de humedad), expresado en porcentaje.

AP = Area de la parcela experimental, expresada en m2.

A Relacién entre grano y biomasa (RG/RBIO): obtenida al dividierlimiento de grano
entre el rendimiento de biomasa.

A Relacién entre contenido de proteina en el grano y la biomasa (PROTG/PROTBIO):
calculada al dividir el contenido de proteina existente en el grano entre el contenido de
proteina en la biomasa.

3.1.3 Analisis estadistico

Los datos de cada grupo de lineas fueron analizados independientemente, utilizando el
procedimiento de modelos mixtos (PROC MIXED) del paquete estadistic¢S3¥s3nstitute,
2015) considerando las lineas como factores fijos y los bloguwasbjentes como factores
aleatorios. En el analisis, cada combinacionxalitealidad fue considerada como un ambiente.

3.1.3.1 Comparacién de medias e identificacion de lineas con SG funcional
tardio.
Las lineas de cada grupo de senescencia fueron clasifinamalsniente en dos clases: SG
funcional tardio (SGFT) y no SG funcional tardio (NSGT). Se consideraron lineas SGFT
aguellas que presentaron valores de fotosintesis a los 75 dias después de la floracion femenina
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(ddff) significativamente mayores de ceror b contrario, las lineas NSGT no presentaron
valores de fotosintesis significativamente mayores de cero a los 75 ddff. A su vez, las lineas
NSGT fueron divididas en lineas con SG cosmético (SGC) si el contenido de clorofila a los 75
ddff era significatiamente mayor de cero y verdaderas NSGT cuando esta premisa no se
cumplia.

3.1.3.2 Comparacion de medias e identificacion de lineas con SG funcional
precoz.

Dentro de cada grupo de lineas, se estableci6 una nueva clasificacion de las lineas
identificadas en el aptado anterior como NSGT en dos grupos: lineas SG funcional precoz
(SGFP) y lineas no SG precoz (NSGP). Las lineas identificadas como SGFP fueron aquellas
que alcanzaron valores de fotosintesis a los 60 ddff similares a los de las lineas que se
identificaron como SGFT en el apartado anterior, mientras las lineas NSGP presentaron valores
de fotosintesis a los 60 ddff menores que las lineas SGFT.

3.1.33 Comparacion entre lineas con SG funcional y no funcional.

Las medias de las lineas SGFT fueron comparadas &éaseNSGT (incluyendo SGC y
NSGT); ademas, las medias de las lineas SGFT fueron comparadas frente a las NSGP
(incluyendo SGC y NSGP); y finalmente, se compararon las medias de las lineas SGFP con las
medias de las lineas SGFT y NSGP para los cuatro gdmpdineas evaluadas, utilizando la
minima diferencia significativa (MDS) protegida de Fisher al 5% de probab(Btadlet al,

1997)

3.2 MAPEO DE QTL ASOCIADO S A LA SENESCENCIA EN UNA POBLACION MULT IPARENTAL

3.2.1 Material vegetal

En este estudio, se utilimm 672 lineas puras recombinant8SL() procedentes de la
variedad sintética 21 (EPS21). EPS21 fue obtenida &fision Bioldgica de Galicia (CSIC)
mediante cruzamiento convergente en 1997, seguido por seis generaciones de recombinacion
(para romper el @sequilibrio de ligamiento) y seis generaciones de autofecundacion. Esta
variedad esta compuesta por ocho lineas puras (EP17, EP43, EP53, PB60, PB130, F473, EP125
y A509) que no estan emparentadas con la poblacion Reid (Tabla 3.2), originada en la faja
maicera de Estados Unidos de Amél{Batronet al, 2009; 2003)que fueron utilizadas como
testigos.
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Tabla 3.2 Caracteristicas fisicas, pedigri y origen de ocho lineas puras de maiz, incluidas en la
formacion de la variedad sintética EPS21 y usadas como testigos en la evaluacion.

Lineas Colory tipo de grano Pedigri 2 Origen

EP17 Amarillo, liso A1267 Espafia

EP43 Amarillo, liso Parderrubias Espafia

EP53 Amarillo, liso Laro Espafia

PB60 Amarillo, liso Nostrano del | Cltalia

PB130  Amairillo, liso Rojo Vinoso de Aragén Espafia

F473 Blanco, liso Doré de Gomer Francia

EP125  Amarillo, dentado Seleccion de CO125 Estados Unidos
A509 Amarillo, dentado A78 x A109 Estados Unidos

a Poblaciones locales

3.2.2 Datos fenotipicos

Las 672RIL junto con las ocho lineas genitoras (testigos) fueron evaluadas en Salcedo
Pontevedra (42A 246 N, 8A 386 Oy 20 m de al't
sembrados manualmente, se dispusieron en disefios aumentados modificados con 16 bloques y
50 lineas dentro de catloque (4RIL més 8 testigos). Las parcelas experimentales estuvieron
constituidas por un surco con 17 plantas cada uno y ocuparon una superficie dé& 545 m
sembraron dos semillas por golpe a una distancia de 0,18 m entre plantas y 0,80 m estre surc
Después del aclareo, que dejo una planta por golpe, la densidad final fue de 70.000hatantas
1

Se registraron datos de caracteres fisiologicos y agronémicos. Dependiendo del caracter,
los datos hacen referencia a cada unidad experimental (pgregidantas individuales dentro

de la parcela. En este Ultimo caso, se tomaron datos en tres plantas con competencia completa,

obteniéndose valores promedios para cada caracter. Todas las medidas de los caracteres

fisioldégicos fueron realizadas en floraoifemenina y senescencia (60 dias ddff), en la parte
central de la lamina de la hoja en cuya axila se encuentra la mazorca. Entre los caracteres
fisiolégicos se evaluaron:

A indice de clorofila (CLO_1y CLO_2): esta variable fue tomada utilizando un nredido
clorofila (CCM200 OptiSciences, Inc., USA). Este mide la relacion entre la radiacién
transmitida a través de la hoja en dos longitudes de onda (940 y 660 nm) y muestra el indice
del Contenido de Clorofila (CCI, por sus siglas en in@liéerophyll Catent Index

A Fluorescencia clorofilica minimadFL y ky_2) y rendimiento cuéntico potencial o maximo
del Fotosistema Il (FFm_1 y R/Fm_2): estos caracteres fueron medidos en hojas adaptadas
a la oscuridad, utilizando el analizador portatil de fluonesieeclorofilica OS30p (Opti
Sciences, Inc., USA) y expresado en valores adimensionales.

A Aspecto visual (ASP_1y ASP_2): esta variable fue estimada para cada linea, de acuerdo a
una escala visual subjetiva, desde 1 (hojas muertas) a 5 (hojas completzerdedey
saludables).

Los caracteres agronomicos evaluados fueron: dias a la floracion femenina (DFF) y
rendimiento de grano por planta (RG); estas variables fueron evaluadas utilizando la

metodologia y férmulas previamente descritas en el apartado 3.1.2.

3.2.3 Datos genotipicos
Las ocho lineas progenitoras (Tabla 3.1) y las ®&4IR fueron genotipadas por
secuenciacion (GBS, por sus siglas en in@é&notyping by Sequencingon un total de
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955.690SNP, posicionados de acuerdo al genoma de referencia deBnaigRefGen v2).
Estos SNP fueron filtrados usando el programa Tassel version 5.2.40; posteriormente, se
seleccionaron loSNPpolimérficos y fueron secuenciados en al menos el 95% &dllaara
eliminarSNPmonomorficos o con alelos raros, se establena frecuencia para el alelo menor,
minimo del 5%. Ademés, se eliminaron IBNP con mas de dos alelos, deleciones e
inserciones. Los genotipaRI( y parentales) coBNPheterocigotos fueron considerados como
datos perdidos en el analisis. Después itteddo, se generd una base de datos conRIB5
(lineas comunes en las dos localidades) y siete parentales con un total de SRP3G3e
fueron utilizados en los analisis posteriores.

3.2.4 Andlisis estadisticos de datos fenotipicos

Para cada caracter esaab se realizé un analisis de varianza por ambiente y combinado
para los dos ambientes, con el procedimiento de modelos mixtos (PROC MIXED) del paquete
estadistico SASSAS Institute, 2015)Para el analisis de varianza combinado, se consideraron
las lineas como efectos fijoslps ambientes yos bloques como efectos aleatorios. Se obtuvo
el mejor estimador lineal no sesgado (BLUE, del acronimo en g8t Liner Unbiased
Estimato) para cada variable, con la finalidad de estimar el valor fenotipicerdedcada
linea en cada ambiente y entre ambientes.

En base a las medias del analisis combinado previamente calculadas en las lineas, se
estimaron las heredabilidad&d)(para cada caracter siguienddalandet al.(2003) Ademas,
se estimaron las calaciones genéticasg) y las correlaciones fenotipicag)(entre pares de
caracteres, siguiendo el procedimiento descritdHadiand (2006)

El andlisis de los datos fenotipicos de las lineas parentales se realizé separadamente usandc
el programa PROMIXED del paquete estadistico SASAS Institute, 2015)considerando
las lineas parentales como efectos fijos, mientras que ambientes y l@yoesonsiderados
efectos aleatorios. Las comparaciones entre medias fueron realizadas utilizando la minima
diferencia significativa (MDS) protegida de Fisher al 5% de probabilidad.

3.25 Andlisis de asociacion
El andlisis de asociacion basado en el modelo lineal mixto (MLM) fue realizado en el
programa informético Tassel 5.2.@radburyet al, 2007) El MLM utilizado por Tassel fue:

o &F L& Q

Dondey es el vector de los fenotipos (BLUE de Rit.), b es un vector de efectos fijos,
incluyendo el marcador SNP testafas un vector de efectos aditivos aleatorios (lineag),
Z representan matrices de disefio que relacigramb y [, respectivamente, g/es un vector
de residuos aleatorios. Las varianzas de las lineas aleatorias fueron modeladas como:

DondeK es la matrizn x n de coeficientes de parentescq yes la varianza genética
aditiva estimada(Yu et al, 2006)

3.2.6 Construccion de la matriz de parentesco genético
Para evitar falsas asociaciones se construyeron las matrices de parentesco genético (K o
kinship dominante centralizada), usando el programa Tassel 5.2.40.

29



MARLON BRAINER CAICEDO VILLAFUERTE

Las estimas de la mawa verosimilitud restringida de los componentes de la varianza
fueron obtenidas utilizando la opcion wigel de compresion optinmMLM comprimidoy la
opcién de lopardmetros de poblacion previamente determing@3P) descritas pathang
et al.(2010b)e incluidas en Tassel 5.2.40.

3.2.7 Umbral de significancia
Para considerar un SNP significativamente asociado a un caracter se determind
previamente el umbral de significacion, usando la siguiente férmula:

p = nivel de significacion del experimento/nimeracdenparaciones independientes

El nimero de comparaciones independientes fue calculado en base al nu8¢Rxde
segregaron independientemente, utilizando el programa Hapl{(Bavettet al, 2004) Para
determinar si doSNP son independientes se @pl la regla de los cuatro gametos con una
probabilidad del 20%Wanget al, 2002) En este estudio se eligié el 30% como nivel de
significacion.

3.2.8 Desequilibrio de ligamiento, seleccion de genes candidatos y calculo de

efectos aditivos de los haplotipos.

Usando el método de columna vertebral sélida (del irsglkd sping de desequilibrio de
ligamiento (LD, por sus siglas en ingleimkage Disequilibriurh del programa Haploview se
determinaron los bloques de ligamiento en las regiones que conteniamoadiz losSNP
significativamente asociados con caracteres relacionados al SG y/o caracteres agronémicos.
Este método definid bloques de LD en los que el primer y ultimo marcador del bloque se
encuentran en fuerte LD con todos los marcadores intermedi@nbiargo, estos marcadores
intermedios no estan necesariamente en LD en{Basiett, 2009)

Dentro de los blogues de LD antes mencionados, se buscaron genes candidatos (no mayores
de 1 Mbp) en la base de datos MaizeGBlarperet al, 2011) Cada bloge de ligamiento se
consider6 como un QTL asociado significativamente al caracter de interés. La seleccion de los
genes candidatos dentro de cada QTL se hizo en base a publicaciones existentes y de todos los
genes posibles dentro de un bloque se eligié cgem candidato al mas cercano al SNP,
mientras que los genes restantes fueron considerados genes de interés involucrados en la
senescencia.

Los efectos aditivos de cada haplotipo fueron calculados sumando los valores fenotipicos
de los haplotipos que moaton valores mayores para el caracter y restando los valores
fenotipicos de los haplotipos que mostraron valores menores para dicho caracter.

3.3 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE LINEAS PURAS DE MAIiZ DURANTE LA
SENESCENCIA

3.3.1 Material vegetal

Para estudiar laexpresién génica durante la senescencia se evaluaron en campo y
analizaron mediante RNA&eq siete lineas puras de maiz publicas: NQ28Bonet al, 2016)
PHBB3 con n¥amero de protecci - n i PRaRtyariett 00089
Protection), PHT10 (PVP 008800214), PHW52 (PVP 008800215), PHHB9 (PVP 009300108),
PA8637 (N28XPA887P), PA887P C5 y PHW79 (PVP 008800220). Las lineas fueron elegidas
porque diferian en las caracteristicas de la senescencia, aunque florecian a la vez. En relacion
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al tiempo de senescencia, estas lineas fueron divididas en tres grupos (Tabla 3.3): senescencia
temprana (ES), media (MS) y tardia (LS).

Tabla 3. 3 Lineas puras de maiz agrupadas en funcién del tiempo de senescencia evaluadas
en diferentes momentos .

Momentos de evaluacion (ddff )
FF 15 30 45 60 75 90

Senescancia  Linea

NC292
PHBB3
PHT10
PHW52
PHHB9
PA8637
Tardia PHW79
ddff : dias después de la floracion femenina ; FF: floracion femeni na

Temprana

Media

3.3.2 Datos fenotipicos

Las siete lineas fueron evaluadas en un disefio de bloques completos al azar (DBCA) con
dos repeticionesen SalceBoont evedra (42A 246 N, 8A 3806 O
2015. El ensayo fue sembrado manualmente en el cgropda parcela experimental ctns
de 300 plantas, representadas por tres surcos de 50 golpes cada uno. Se sembraron dos semilla
por golpe a una distancia de 0,21 m entre plantas y 0,80 m entre surcos. Tras al aclareo, se dejo
una planta por golpe obtenigose una densidad final de 60.000 plankes.

En este estudio, se evaluaron Unicamente caracteres fisiolégicos de cada linea, desde la
floraciéon y cada 15 dias hasta la senescencia. Todas las medidas fueron realizadas en la parte
central de la hoja ecuya axila se encontraba la mazorca, en cinco plantas tomadas al azar (a
excepcion de la tasa fotosintética que se midid en tres plantas). Los caracteres estudiados
fueron: indice de clorofila (D), rendimiento cuantico maximo del fotosistema W) y
tasa fotosintética (BT); los cuales fueron medidos usando los equipos y lineamientos descritos
en el punto 3.1.2.

3.3.3 Extraccién y secuenciacion de RNA

Para la extraccidon de RNA, se recolecté una muestra de hoja de cada linea en las dos
repeticiones en cadtiempo (floraciéon femenina, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 ddff). Se tomaron
aproximadamente 10 ¢ée la parte central de la hoja en cuya axila se encontraba la mazorca
(en cinco plantas elegidas al azar) e inmediatamente congelado en nitrégeno liquido y
consevado a-80 °C en un ultracongelador. Se tomaron 100 mg de tejido fresco perteneciente
a cada muestra para la extraccion de RNA total, utilizando el kit Maxwell® 16 LEV Plant RNA
(Promega) en un Maxwell® 16 Instrument (AS2000) y siguiendo las instrucdiécr@sas
sugeridas por el fabricante. Para la homogeneizacion, el tejido se situ6 en un microtubo
(Ql AGEN no. cat 8l ogo 19560) con 600 ¢l de
una bola de tungsteno de 3mm (QIAGEN no. catalogo 69997). La hoeipgann se llevo a
cabo en un molino TissuelLyser (QIAGEN) durante dos turnos de molido de 2 min a 30 HZ. Se
mezclaron las muestrasdurante@80 s egundos y se col ocaron en
del homogeneizado a otro eppendorf usando una puata t a d a . Se afadierol
de Lysis al homogeneizado y se mezclé vigorosamente durante 15 segundos. Se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min y, a continuacion, se centrifugd a maxima velocidad
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durante 2 min. Se prepararon los cartuchiosleack sacandoles el papel protector, afiadiendo

5 €l de DNase a | os pocillos en posici-n 4 de
en el pocillo 8 de dichos cartuchos. Se transfirié el sobrenadante recogido después de la
centrifugacion al pdtto nimero uno de cada cartucho, intentando no transferir ningn material

solido. Se coloco el rack con los cartuchos en el Maxwell® 16 Instrument y se selecciono el

m®t odo de RNA ASi mply RNAO.

Para la construccion de librerias mMRNA se utilizaron un tietal5 muestras de RNA. Se
cuantifico y comprobo la calidad de estas muestras de RNA en un bioanalizador Agilent 2100,
utilizando el kit Agilent RNA 6000. El kit lllumina’s TruSeq Stranded mRNA Library Prep, fue
usado para preparar las librerias, siguiesstoictamente las instrucciones del fabricante. Las
muestras fueron afiadidas por duplicado para la demultiplexaciorsqmosnciacion. A
continuacion, se verifico la distribucion del tamafio de los fragmentos y la concentracion de las
librerias en el biasalizador Agilent 2100 (utilizando el kit Agilent DNA 1000).
Posteriormente, las librerias se agruparon en cantidades equimolares de acuerdo con los
resultados del bioanalizador. Las mezclas obtenidas fueron secuenciadas en la plataforma
HiSeq 4000 PE10@inalmente, se obtuvieron 900 lecturas sin procesar en formato Fastq para
los andlisis (seis replicas técnicas de AfdNvardy reversepor muestra, 75 muestras y dos
repeticiones bioldgicas).

3.34 Andlisis de datos de RNASeq sobre multiples momentos e idetiitacion de

genes diferencialmente expresados

Para evitar contaminaciones en las lecturas de las 75 muestras, se realizo el control de
calidad de las mismas usando el Programa Fagi®@rews, 2017) Los adaptadores
contenidos en las lecturas fueron eliatns con el programa Cutaddpartin, 2011) Una vez
gue las lecturas fueron filtradas y limpiadas, estas fueron alineadas o mapeadas al genoma de
referencia de maiz B73 AGPv4 ft//ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release
34/fasta/zea_mays/dia/usando las herramientas Bowtie 2, version 2(B&ngmead y
Salzberg, 2012) Tophat, version 2.1.@rapnellet al, 2009; 2012)En el alineamiento de las
lecturas se perniit un maximo de dos desajustes. El conteo de lecturas por genes se realizo
con el programa HTSecpunt y sélo se contaron las lecturas mapeadas inequivocamente a un
solo gen, por tanto, se descartaron las lecturas mapeadas a multiples posiciones 8 solapada
mas de un ge(Anderset al, 2015)

En la identificacién de genes diferencialmente expresados (GDESs) durante la senescencia
de la hoja de maiz se utilizé la herramienta DESeq incluida en el paquete Bioconductor del
programa RAnderset al, 2013; Gntlemaret al,, 2004) que estima el factor de normalizacion
por la mediana de los recuentos escalados (similar a la normalizacion de 75 pékaemtil)
et al, 2012) La normalizacion de los niveles de expresion génica se baso6 en la distribucion
binomid negativa y los resultados se expresaron como lecturas o fragmentos por kilobase por
millon mapeado (RPKM o FPKM, por sus siglas en ingléads or Fragments Per Kilobase
per Million) (Mortazaviet al, 2008) Se hicieron seis comparaciones entre puré@vdluacion
empleando los datos de floracion femenina como control (floracion femenina frente a 15, 30,
45, 60, 75 y 90 ddff, respectivamente). La significacion del analisis de expresién génica se hallo
utilizando como criterio el nimero de veces cambidofid changé, si endo 02 o O
una regulacion positiva (UP) o negativa (Down), respectivamente; los GDESs en, por lo menos,
una comparacion fue considerado como diferencialmente expresado durante la senescencia de
la hoja. Para la anotacién de [gsnes se empled la base de datos del genoma de maiz de B73
AGPV3.
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Posteriormente, clasificamos los genes de acuerdo al primer momento en el cual se detecto
expresion diferencial significativa con respecto a la floracion femenina utilizando dos métodos.
En el primer método, las variables fueron ordenadas y expresadas en tiempo respecto a la
senescencia (es decir, 15, 30, 45, 60, 75 dias antes de la senescencia, DAS); y usamos comc
criterio de consistencia entre lineas los siguientes parametros: paraedafs3f y 45 DAS
se consideraron los genes consistentes en cinco de las siete lineas; para datos de 60 DAS no:
guedamos Unicamente con genes presentes en tres de cinco lineas; y, para datos de 75 DAS s
conservaron los genes que fueron consistentessddreuatro lineas. Como segundo método,

y para asegurar la eficiencia en la seleccién de los genes, se realizé un analisis de rutas
dinamicas (es decir, los cambios continuos de la expresion), usando un FDR (defFaigges,
Discovery Rate= 1, aplicand la herramienta EBSddMM del paquete Bioconductor del
programa R, con la finalidad de discriminar los genes que no fueron constantes y quedarnos
solamente con los genes que presentaron una probabilidad posterior Bayesiana > 0,5 en caso de
seguir el perfiup-up-up o downdowndown EBSegHMM es un método empirico Bayesiano
conocido como el modelo oculto autorregresivo de Markov. Este modelo fue implementado
para ajustar la dependencia de la expresion génica frente a condiciones or({lesraglias
Kendziori, 2014)

3.35 Ontologia de genes y andlisis de enriquecimiento de rutas

Se analizaron tanto los genes comunes como los genes consistentes identificados en este
estudio. El andlisis de enriquecimiento de términos de ontologia genética (GO, por sus siglas
en hglésGene ontologyse realizo en la plataforma web PlantRegMap, usando el programa

topGO y |l a prueba exacta de Fisherds, par
conjunto de genes introducid@n et al, 2017) Para el analisis de enriquexento de rutas
se aplic:- |l a prueba exacta dpeO PRI, Ober 0ssi gauat

procedimiento déBenjamini y Hochberg (1995Ademas, se introdujeron los términos GO
identificados anteriormente en la plataforma BGI WEGO para geglegaifico de la anotacion
GO(Yeetal, 2006)

3.3.6 Prediccion de factores de transcripcion

Inicialmente, se descargaron desde la base de datos de factores de transcripcion, version 4
(PlantTFDB v4.0)Jinet al, 2017)3308 factores de transcripcion (Tsr sus siglas en inglés
Transcription Factorsanotados en el genoma del maiz y clasificados dentro de 56 familias que
se compararon con todos los genes seleccionados en este estudio (comunes y consistentes
utilizando el programa R. La asignacion de familias se realiz6 siguiendo las reglas y
umbrales determinados por los métodos establecidos en la plataforma web PlantTFDB. Esta
web empleé ESTScan 3.0 para identificar las regiones codificantes de las secuencias de los
acidos nucleicos introducidos posteriormente traducidos a secuencias de proteinas
(proteoma). Ademas, la web empleé el programa HMMER 3.0 para identificar los sitios o
dominios de unién del ADN a partir del conjunto de datos del proteoma anterior.

3.3.7 Analisis de motivos

La identificaciébnde motivos cereguladores dentro de las regiones reguladoras 5' de los
TFs identificados en la presente investigacion se realizé en la plataforma web Promzea
(LiserontMonfils et al, 2013) Esta plataforma procesé predicciones de motivos basados en los
paguetes de los programas Weedeavesiet al, 2007) MEME (Bailey y Elkan, 1994y
BioProspecto(Liu et al, 2001) cada uno de los cuales empled una estrategia Unica para el
descubrimiento de motivos. Promzea calculo la probabilidad media normalizatieiaaal

33



MARLON BRAINER CAICEDO VILLAFUERTE

(MNCP, por sus siglas en ingl&&ean Normalized Conditional Probabiljtpara cada motivo
(Clarke y Granek, 2003)Se eligio un valor de 1000 como tamafio del promotor y una
puntuacion de MNCP >1. Ademas, para comparar los motivos identificadeteegstudio con

las bases de datos de motivos promotores conocidos se uso la plataforma @Takidiry y

Benos, 2007)Finalmente, se buscaron las cinco mejores coincidencias de cada uno de los
motivos identificados en la base de datos de plantas AGRE®hda los parametros de
alineacion predeterminados.

3.3.8 Prediccién de parejas de factores de transcripcion y sitios de union de

factores de transcripcion

La identificacion de parejas de factores de transcripcion y sitios de unién de factores de
transcripcion(TF-TFBS, por sus siglas en ingl&sanscription FactofTranscription Factor
Binding Sité se realiz6 aplicando tres métodos y utilizando Unicamente los genes consistentes
identificados en cada momento. En el primer método, se introdujeron las secuenoss d
promotores de cada gen en formato FASTA en la plataforma web PlantRegMap. En este caso,
se utilizé una posicion de fondo en relacién con el sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por
sus siglas en ingléBranscription Start Sifede los genes d&l99 a +100 pares de bases y un
umbral del valor de para la prediccion del sitio de unié6 O (Jidet al, 2017)

En el segundo método, se introdujeron los nombres de los genes en la plataforma PlantPan
2.0 (del inglédPlant Promoter Analysis Navigafprusando los valores predeterminados de la
pagina (aguas arriba d€000 a +100 pares dmses)Chowet al, 2016)

Finalmente, en el tercer método se utilizaron los motivos significativos® <10
identificados anteriormente por STAMP y AGRIS. Para el efecto, se descargé la secuencia
(formato FASTA) de los genes reconocidos en Arabidopsssledel sitio web del NCBI (del
inglésNational Center for Biotechnology Informatjonse convirtieron en BLAST (del inglés
Basic Local Alignment Search Tpen la web MaizeGDB. La conversion se realizo frente a la
secuencia del genoma de B73 (RefGen usa)ndo el programa Blastn, un valor de corte'de 1
4y un porcentaje de identidad mayor al 908dorf et al, 2015)

3.3.9 Validacion de genes mediante la prueba PCR cuantitativa en tiempo real
(gQRT-PCR)

3.3.9.1 Material biol6gico para analisis de HPICR en tiempo réa
Se utilizaron los ARNs previamente extraidos para hacer el-8MA Dichos ARNs
pertenecian a tejido de hoja recogido en distintos momentos a lo largo de la maduracion de la
planta hasta su senescencia (0, 15, 30, 45, 60, 75 and 90 dias desde da)fldeseis lineas
PHT10 Y PHW?79. En todos los casos se usaron dos réplicas bioldgicas. En resumen, se
analizaron por gR-PCR un total de 24 muestras de ARN.

3.3.9.2 Sintesis de ADNc

Para la sintesis del ADNCc se utilizo GoScript(TM) Reverse Transcription SyRtemdga
Corp.), que fue afiadida a 500ng de ARN total, siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.
Asimismo, se afiadio Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor a la reaccion para impedir
inhibiciones causadas por moléculas inhibidoras presentas sruestras biolédgicas.
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3.3.9.3 Seleccion de genes y disefio de promotores (primers).

Se seleccionaron tres genes referencia para la normalizacion de la expresion génica en
ma?2 z: Z mU b-ZmigbiqitB)NjidizBL8S rRNA y Actina. Como genes diana se
seleccioneon trece genes entre todos aquellos que mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras analizadas par&MNA-Seq EI 60 % de los genes
seleccionados presentaron expresion progresiva constimtediown, independientemente),
mientras que el 40% restante presentaron comportamiento variable. Las secuencias de los
promotores o primers utilizados para analizar dichos ARNs se recoge en la tabla 3.4.

Tabla 3. 4 Genes de referencia, genes diana y secuencias de los primers utilizados en la validacion de

genes identificados mediante RNA -Seq.

Nombre Secuencia Observaciones
Fw-ZmUbiq TAAGCTGCCGATGTGCCTGCGTCG RT-PCR_CONTROL
RwvZmUbiq CTGAAAGACAGAACATAATGAGCACAGGC RT-PCR_CONTROL
18S RrnaF CCATCCCTCCGTAGTTAGCTTCT RT-PCR_CONTROL
18S RrnaR CCTGTCGGCCAAGGCTATATAC RT-PCR_CONTROL

Actina_F CTGTTCTTTCGTTGTACGCTAGTG RT-PCR_CONTROL

Actina_R GGAACCGTGTGGCTCACA RT-PCR_CONTROL

GRMZM2G054387_F CGGTGCTGAGGATAATGG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G054387_R ATGGCGTACCTGTTGTTC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G1289 F AGCAAGCAAGCAGCACAAC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G128981 R GTCGCAACCAGATAGTTCAAGG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G038636_F CCAGTTAGTGTTGCCTTC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G038636_R GTTCTTGATGAGCCAGTAG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G330945_F GTAGTGATGGCGGTAATAACG RT-PCR_JAY GREEN
GRMZM2G330945 R CCATGAGACGCTGAGAGG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G036921 F GCGTGGAAGGAGAGTCTGG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G036921 R ACGGGCTTGTCGGAGAGG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G018579_F ACCTCAGACAAACCCATC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G018579_R ACCATGTGTAQGICTAAGC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G355752_F CAGCCGTACAGGGAAAGC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G355752 R CGAACGCATACACTCCAATG RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G053206 F GTCCACCTCCCTCTACAC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G053206_R TGCCGTTGTTGTTCTTGG RT-PCR_STAY GREEM

GRMZM2G16@1_F

GRMZM2G166281_R
GRMZM2G048472_F
GRMZM2G048472_R
GRMZM2G175071_F
GRMZM2G175071_R

TCATCAACAATGGCGGAATCG
GCAGACTCTTCTCATCGTTCG
CGGTTAGGGCAAAAGAAGG
GCGGCAAGTAGTGAATGG
GAAGAGACTGGTGAATCAAAGG
AGATATGTTGGTTCCGTGAGG

RT-PCR_STAY GREE"
RT-PCR_STAY GREEM
RT-PCR_STAY GREEM
RT-PCR_STAY GREEM
RT-PCR_STAY GREEN
RT-PCR_STAY GREE"M

GRMZM2G033885_F CCCTACAGCGAGGTGTTC RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G033885_R GAGCGTCGAGATGGAGAA RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G302604_F AAGAAGAGCAACGTCAAGTA RT-PCR_STAY GREEM
GRMZM2G302604_R AGAGATGATGATGCCTATC RT-PCR_STAY GREENM

Para verificar la especificidad de los primers, se revisaron, en las muestras seleccionadas,
todos los genes, diana y referencia, empleando amplificacion por PCR y examinando los
fragmentos en geles de agarosa. Tam&ééoalcularon las eficiencias de las gPCR para cada
uno de los genes analizados. Estos calculos se hicieron a partir de las pendientes de las curvas
estandar derivadas de la amplificacion de los fragmentos analizados. Para ello se utilizo el
programa LinRgPCR V12.17Ruijter et al, 2009; Tuomiet al, 2010) La estabilidad de los
genes referencia entre las muestras analizadas se evalud utilizando un andlisis BestKeeper
basado en Excel y que utiliza correlaciones apareadas, siguiendo el procedimierdo etog
Pfaffl et al.(2004)

35



MARLON BRAINER CAICEDO VILLAFUERTE

3.3.94 gPCR.

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron en un ABI 758heBCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Para la amplificacion de los fragmentos seleccionados
se usé la Master Mix GoTaq(R) gPCR (Pema Corp.). Cada reaccion de PCRotwn
vol umen final de 20 ¢l y estuvo compuesta por
Mi x GoTaq(R) qPCR yfor®ardy reveise(coneunacanckatragmon finahe r
en | a reacci-n de 0,875 ¢&M). diniestoeppersmerttal es v ar
fueron estimadas analizando tres réplicas de cada muestra.

El programa de amplificacion usado fue de 95 ciclos durante 5 min; 40 ciclos de 10 s a
95°C, 20 s a una temperatura de hibridacion optimizada para cada par de primers3@esde
58€C) y 10 s a 7ZC. Se confirmd la amplificacion correcta de un sélo fragmento de ADN en
todas las muestras analizando las curvas de melting para cada muestra. La curva de melting se
genero tras un programa de temperaturas donde se incrementpdeatena 0,5°C por ciclo,
desde los 60 hasta los 95°C.

Los analisis estadisticos de los resultados de expresidn relativa derivados de la PCR en
tiempo real se realizaron utilizando el modelo matematico para la cuantificacion relativa en RT
PCR descritosqr Pfaffl (2001)

Finalmente, se calculdé el coeficiente de correlacibn de Pearson para determinar la
correlacion entre las dos plataformBNA-Seqy RT-qPCR).
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDIO DE LA VARIACION GENETICA PARA CARACT ERES RELACIONADOS CON LA
SENESCENCIA
En el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos: determinar como afecta la
senescencia funcional al rendimiertalemas caracteres de las lineas dentro de los cuatro
grupos evaluados; determinar si el SG es funcional o no para cada linea dentro de cada grupo;
y, clasificar las lineas por el tipo de SG que presenten dentro de cada grupo.

4.1.1 Andlisis estadistico de datos fenotipicos e identificacion de lineas con SG

funcional (tardio y precoz) dentro del grupo de lineas de senescencia precoz.

Los resultados del analisis de varianza combinado mostraron diferencias significativas
(POO, 01 y POO,05) entre |2neas para todos
senescecia precoz evaluadas, nueve presentaron SG funcional; y de éstas, cuatro fueron
identificadas como SGFT (valores de fotosintesis a los 75 ddff significativos) y cinco como
SGFP (valores altos de fotosintesis a los 60 ddff); las 11 lineas restantesN8&pque
incluyen a las lineas con SGC (75 ddff) y NSGP (bajos valores de fotosintesis a los 60 ddff)
(Tablas 4.1, 4.2 y 4.3). A partir de aqui se hara referencia a las lineas con SGFT y SGFP como
lineas con SG funcional y a las lineas NSGP y SGC conaslgie SG funcional (NSG).

Ademas, al realizar la comparacion de medias entre lineas con SG funcional y no funcional
(SGFT-NSGT, SGFPSGFT, SGFINSGP y SGFINSGP) se encontraron diferencias
significativas en la mayoria de caracteres evaluados, a excefmidntasa fotosintética en
floracion, numero de hileras de granos en la mazorca y relacion entre el rendimiento de grano
y rendimiento de biomasa (Tablas 4.1, 4.2 y 4.3).

El rango de produccion de grano de las lineas con SG funcional vario desdeta,d8Mas
t - hal; mientras que las lineas NSG presentaron promedios menores a las Ba32 El
rendimiento promedio de las lineas SG funcional fue de 323t mientras que, en las NSG
fue de 2,28 thal. Las lineas EZ21 (SGFP) y F05405 (SGpisentaron los valores mas altos
de rendimiento de grano con 4,71 y 4,254, respectivamente. Dentro del grupo de lineas
NSG, la linea PHR25 fue la mas productiva con 3;0@it (Tabla 4.2).

Respecto a la humedad del grano, el 75% de las peaSGFT presentaron humedad del
grano superior a 25%; mientras que el 80% de lineas con SGFP presentaron humedad del grano
entre 21 y 22%. Las lineas mas productivas, EZ21 y F05405, presentaron valores de 22,5 y
25,5% de humedad. (Tabla 4.2).

En el casalel rendimiento de biomasa, la linea PHK76 (SGFT) fue la méas productiva con
3,10 t- ha' y humedad del 70%, seguido por la linea EZ21 (SGFP) con un rendimiento de 2,89
t - hal y humedad del 68%. Por otro lado, la linea NSG PHR25 present6 el mayorieanalim
de biomasa con 1,73 ha'y humedad de 63% (Tabla 4.3).

El contenido de proteina en el grano varié desde 8,69 hasta 12,32%, siendo estos valores
superiores al porcentaje de proteina existente en la biomasa, en la cual se observaron valores
entre 455y 9,07% (Tablas 4.2 y 4.3).

Las lineas con SG funcional mostraron promedios superiores del indice de clorofila y tasa
fotosintética a partir de los 30 ddff en comparacién con las lineas NSG (Gréafico 4.1 A, B).

Al comparar el rendimiento de grano corre@hdimiento de biomasa se observo que las
lineas con SG funcional presentaron valores mas altos que las lineas NSG (Gréfico 4.1 C). Por
otro lado, en las lineas con SG funcional se encontré una relacion directamente proporcional
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entre dias hasta el llemadel grano y humedad del grano, de modo que a mayor nimero de

dias para el llenado del grano mayor humedad presenta el mismo (Grafico 4.1 D).
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Tabla 4.3 Medias, errores estandar y comparacion de tipos de Stay Green para tres caracteres
relacionados con la biomasa, relacion entre caracteres de grano y biomasa, evaluados en 20 lineas puras
de maiz de senescencia pr ecoz.

Caracteres agronomicos (biomasa)

Relacion entre grano y biomasa

Lineas RBIO HUMBIO PROTBIO  PROTG/PROTBIC  RG/RBIO b\
F05405 2.63+054 * 71,47+5098 * 651+069 *  137+0,13 * 1,65%0,34 * SGFT
F090 1,02+054 6220598 * 630+069 *  1,73+0,13 ** 2,06+0,34 ** SGFT
PHK76 3,10+ 0,46 * 70,22+561 * 7,00+0,53 *  1,31+011 * 1,40+0,29 * SGFT
PHTE4 1,85+0,46 * 70,57 +5,61 ** 7,54+054 *  1,27+012 ** 1,76+0,29 * SGFT
Ez21 2,89+0,46 ** 6865+561 * 7,90+0,53 *  141+011 * 1,73+0,29 * SGFP
F564 2,01+0,58 * 70,65+6,33 * 7,76+0,76 **  1,24+0,15 * 1,12+0,39 ** SGFP
PA3401 1,06+ 0,54 ** 71,02+508 * 7,89+0,76 **  1,45+0,15 ** 1,73+0,34 ** SGFP
PA3641 2,73+0,54 * 6834+508 * 7,15+0,69 *  1,55+0,13 ** 1,22+0,34 ** SGFP
PHFA5 1,16+0,58 70,54 +6,33 ** 842+076 *  1,22+015 ** 1,51+0,39 * SGFP
CRIHT 1,28+0,54 * 57,17+5098 * 620+0,69 *  1,54+013 * 221+0,34 * NSG
EP42 1,43+0,46 ** 69,65+561 * 855+053 *  152+011 * 1,35+0,29 * NSG
EZ59 0,60+0,54  6312+5098 * 907+069 *  1,07+0,13 * 2,11+0,34 * NSG
EZ79 1,25+0,58 * 50,26+6,33 * 4,55+0,76 *  2,65+015 * 3,33+0,39 * NSG
F030 1,11+0,46 * 66,95+558 * 805+052 *  1,11+011 * 1,03+0,29 * NSG
F106 1,31+054 * 6548+598 * 819+069 *  1,36+015 * 1,79+0,34 * NSG
F166 1,36+0,54 * 5364+599 * 522+069 *  1,67+013 * 210+0,34 * NSG
LH160 1,59+0,54 ** 5321+599 * 531+069 *  1,86+013 * 1,30+0,34 * NSG
0Q403 1,70+0,46 * 60,90+558 * 579+052 **  1,81+011 * 1,58+0,29 * NSG
P033 1,45+0,54 ** 62,03+598 * 643+069 *  162+013 * 181+0,34 * NSG
PHR25 1,73+0,46 ** 6325+558 * 502+052 *  157+011 * 1,76+0,29 * NSG
SGFTNSGT 0,65+0,19 * 4,66+ 1,66 * -0,06 0,33 0,15+0,08  -0,14+0,14
SGFPSGFT 0,09 + 0,23 0,17+204  0,70+0,43 0,04+010  -0,01+0,18
SGFPNS® 1,01+020 * 660+1,78 * 087+038 *  -015+0,09  -0,20+0,16
SGFINSG® 0,92+0,18 * 6,44+1,63 * 0,17 +0,34 -0,19+0,08 * -0,20+0,15

RBIO =rendimiento de biomasa (t - ha'!); HUMBIO = humedad de biomasa (%); PROTBIO = caemido de proteina
en la biomasa (%); SEN =tipo de senescencia; SGFP = stay green funcional precoz (60 ddff); SGFT = stay green
funcional tardio (75 ddff); NSGT = stay green no funcional (75 ddff); NSGP = stay green no funcional (60 ddff);
** * = Significativo al 1 y 5%de probabilidad , respectivamente .

4.1.2

(Tabla 4.4).

Andlisis estadistico de datos fenotipicos e identificacién de lineas con SG
funcional (tardio y precoz) dentro del grupo de lineas de senescencia media.
En el caso de las lineas de senescencia mediadlsiside varianza combinado mostraron
diferencias significativas entre lineas para todos los caracteres estudiados (Tablas 4.4, 45y
4.6). De las 54 lineas evaluadas, 26 presentaron SG funcional; de las cuales 18 fueron
clasificadas como SGFT (valores fibtosintesis a los 75 ddff significativos) y ocho lineas como
SGFP (valores altos de fotosintesis a los 60 ddff); las 28 lineas restantes no presentaron SG
funcional (NSG), incluyendo a las lineas LH168 y PHEW?7 que presentaron SG cosmeético

En la comparacion de medias entre lineas con SG funcional y no funcional, se determinaron

di

ferenci

as

significativas

(POO, 01

y

POO, O

caracteres tasa fotosintética en floracion y a los 30 ddff, asi como étdodg mazorca y
contenido de proteina en la biomasa, no se encontraron diferencias significativas (Tablas 4.4,

45y 4.6).

El rango de produccién de las lineas con SG funcional fluctué desde 1,12 hastd§,67 t
1 El rendimiento promedio de las linéd& funcional fue de 3,60 ha?; mientras que en las
NSG fue de 3,13 thal. La linea SGFP PA742 presenté el valor mas alto de rendimiento con
5,67 t- ha?, seguido por las lineas PHR63 y EZ81 con rendimientos promedios de 5,17 y 5,07
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t - ha?, resgctivamente; la linea PA3758 (SGFP) fue la que presentd el rendimiento mas bajo
(1,12 t- ha'). El rango de produccion de las lineas NSG oscilé entre 1,30 y &2 (Tabla
4.5).

El 72% de las lineas con SGFT presentaron una humedad del granorsaipd€io;
mientras que el 75% de lineas con SGFP presentaron una humedad del grano entre 20 y 25%.
La linea mas productiva (PA742) mostré una humedad de grano de 20,5%, convirtiéndola en
particularmente importante; mientras que las lineas PHR63 y EZ84ntaem valores de
humedad de 32,9 y 32,7%, respectivamente (Tabla 4.5).

En cuanto al rendimiento de biomasa, las lineas con SG funcional EZ81, PHZ51, PHJ33 y
PA742 mostraron los rendimientos mas altos, con promedios de 4,06, 3,89, 3,18-}&06 t
respectivamente. Estas lineas también presentaron una humedad de biomasa en un rango de
71,1 a74,9% (Tabla 4.6).

Al igual que en el grupo de lineas de senescencia precoz, el porcentaje de proteina en el
grano fue superior al de la biomasa y oscil6 entré y,82,40%, mientras que en la biomasa
fue desde 5,12 a 9,26% (Tablas 4.5 y 4.6).

Los promedios del indice de clorofila y tasa fotosintética de las lineas con SG funcional en
su mayoria fueron superiores a los promedios de las lineas NSG, siendo més e\ctian
situacion a partir de los 30 ddff; sin embargo, dentro de las lineas NSG se observaron lineas
gue sobresalen del resto, debido a que presentan SG cosmético. Es evidente que este grupo de
lineas al igual que las lineas de senescencia precoz sigyetron similar en la disminucién
del contenido de clorofila y tasa fotosintética durante la senescencia (Grafico 4.2 A, B).

Al comparar el rendimiento de grano con el rendimiento de biomasa, se observé que la
mayoria de lineas con SG funcional presemaralores mas elevados que las lineas NSG
(Gréfico 4.2 C). Por otro lado, al comparar el llenado del grano con la humedad del mismo,
también se encontrdé una relacion directamente proporcional entre los dos caracteres, es decir
que las lineas con SG funo@l que sobrepasan los 70 dias para el llenado del grano muestran
también mayor humedad del grano-@8%6) (Grafico 4.2 D).
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Tabla 4.6 Medias, errores estandar y comparacion de tipos de Stay Green para tres caracteres
relacionados con la biomasa, relac i6n entre caracteres de grano y biomasa, evaluados en 54 lineas puras

de maiz de senescencia media.

Caracteres agronomicos (biomasa)

Relacion entre grano y biomasa

Lineas RBIO HUMBIO PROTBIO PROTG/PROTBIC  RG/RBIO oM
A632 294+031 ™ 70,17+3,76 * 6,42+0,49 *  165+0,09 * 1,39+023 * SGFT
B108 244+043 * 7536+451 * 643+0,63 *  151+0,12 * 1,41+030 ** SGFT
EC401 1,35+0,68 * 74,91+6,72 * 7,80+1,03 ** ] 246 +0,51 ** SGFT
EC402 2114031 * 70,19+3,76 * 6,76+0,49 *  1,34+0,09 * 1,61+023 ** SGFT
EC403 1,98+ 0,39 * 74,97+452 ** 7,42+0,69 *  1,05+0,13 * 2,01+0,32 ** SGFT
EZ51 1,69+0,39 * 69,60+4,15 * 6,98+0,56 *  1,36+0,11 * 1,44+026 ** SGFT
Ez81 4,06+0,43 * 77.24+4,15 * 503+0,63 *  152+0,12 * 1,32+0,30 ** SGFT
F06102 212+0,39 * 70,03+4,15 * 7,01+0,56 *  1,04+0,11 * 1,68+026 * SGFT
LH127 248+0,39 * 70,65+4,15 ** 7,001+0,56 *  1,35+0,11 ** 1,39+0,26 ** SGFT
LH184 249+0,31 * 71,52+3,76 * 500+0,49 *  159+0,09 * 1,40+0,23 ** SGFT
PA8635 200+0,31 * 77,37+3,76 * 877+0,49 *  1,08+0,09 * 1,31+023 ** SGFT
PHBWS 280+0,39 * 69,45+4,15 * 512+0,56 *  1,76+0,11 * 1,58+0,26 ** SGFT
PHH93 234+0,39 * 7340+4,15 ** 7,36+0,56 *  1,33+0,11 ** 1,51+0,26 ** SGFT
PHJ33 3,18 +0,31 * 72,64+376 * 529+0,49 *  1,74+0,09 * 1,33+0,23 * SGFT
PHN11 233+0,39 * 71,40+4,15 ** 678+0,56 *  1,39+0,11 ** 1,45+026 ** SGFT
PHRA47 3,00+0,31 * 69,87+3,76 * 6,34+0,49 *  160+0,09 * 1,16+0,23 * SGFT
PHR63 2,98+039 * 69,32+4,15 * 535+056 *  157+0,11 * 1,78+0,26 ** SGFT
PHZ51 3,80+0,39 * 71,00+4,15 * 587+0,56 *  154+0,11 * 1,11+0,26 * SGFT
F04704 299+039 * 69,32+4,15 * 7,23+0,56 *  1,18+0,11 * 1,58+0,26 ** SGFP
F06909 2,46 +0,31 * 6565+376 * 5093+0,49 *  128+0,09 * 1,75+0,23 ** SGFP
05602 1,82+0,39 * 69,36+4,15 * 6,27+0,56 *  1,70+0,11 * 1,78+0,26 ** SGFP
PA3754 1,68 +0,39 ** 71,75+4,15 ** 6,42+056 *  1,54+0,11 ** 1,94+0,26 ** SGFP
PA3758 1,99+0,39 * 7350+4,15 * 7,29+0,56 *  154+0,11 * 052+026 * SGFP
PA742 3,06+0,39 * 7491+4,15 * 610+056 *  1,37+0,11 ** 1,86+0,26 ** SGFP
PHVA9Q 285+0,31 * 67,28+3,76 * 6,71+0,49 *  122+0,09 * 1,65+023 ** SGFP
sD43 2,05+0,39 * 69,97+4,15 * 926+0,56 *  0,96+0,11 ** 1,26+0,26 ** SGFP
31IH6 1,55+0,43 * 78,84+4,15 * 500+0,63 *  1,33+0,12 * 259+0,30 ** NSG
CS608 3,00+0,39 * 71,97+4,15 * 7,03+0,56 *  1,26+0,11 ** 1,50+0,26 ** NSG
EZ9 1,98+0,39 * 71,82+4,15 * 6,99+0,56 *  1,52+0,11 * 1,36+0,26 ** NSG
F161 1,89+0,39 * 76,57+4,15 * 6,79+0,56 **  1,29+0,11 * 1,98+0,26 ** NSG
F98902 2214039 * 7576+4,15 * 657+0,56 *  1,39+0,11 * 1,53+0,26 ** NSG
L155 1,50+ 0,39 ** 58,02+4,15 * 577+0,56 *  1,96+0,11 * 1,71+0,26 ** NSG
LH163 2,64+0,31 * 67,57+376 * 5093+0,49 *  172+0,09 * 1,25+0,23 ** NSG
LH172 1,20+0,31 * 71,40+3,76 ** 7,66+0,49 **  1,10+0,09 * 217+0,23 ** NSG
LH202 1,60+0,31 * 61,60+3,76 * 6,45+0,49 **  1,17+0,09 * 2,00+0,23 ** NSG
LH223 203+0,30 * 4976+4,15 * 549+0,56 *  1,70+0,11 ** 300+0,26 ** NSG
LH52 220+0,39 * 6365+4,15 * 6,04+0,56 *  156+0,11 ** 1,40+0,26 ** NSG
LH57 1,47+0,39 * 6525+4,15 * 820+0,56 *  1,10+0,11 * 1,91+0,26 ** NSG
LH59 1,69+0,31 * 67,62+3,76 * 7,63+0,49 *  1,04+0,09 * 2,22+0,23 ** NSG
LH82 1,76 +0,31 * 71,65+3,76 ** 6,94+0,49 **  1,63+0,09 * 1,60+0,23 ** NSG
Oh43 1,38+0,31 * 71,30+3,76 * 6,58+0,49 **  1,21+0,09 * 1,96+0,23 ** NSG
PA3327 256+0,39 * 71,52+415 * 6,94+0,56 *  1,60+0,11 ** 1,19+0,26 ** NSG
PA3402 2274031 * 59,98+376 * 7,55+0,49 *  1,41+0,09 * 1,28+0,23 * NSG
PA3403 1,69+0,39 * 70,15+4,15 ** 823+0,56 **  1,50+0,11 ** 0,82+0,26 ** NSG
PA3423A  2,18+0,39 * 6578+415 * 7,56+0,56 *  1,39+0,11 * 1,22+0,26 ** NSG
PA3423B  2,57+0,39 * 67,80+4,15 ** 559+0,56 *  155+0,11 * 1,52+0,26 ** NSG
PA7236 1,87+0,39 * 70,68+4,15 * 6,83+0,56 *  1,11+0,11 * 155+0,26 ** NSG
PH207 211+0,31 * 69,96+3,76 ** 6,73+0,49 *  151+0,09 * 1,63+0,23 ** NSG
PHBA6 248+0,39 * 71,47+4,15 * 509+0,56 *  1,71+0,11 * 1,65+0,26 ** NSG
PHG47 1,04+0,32 ** 72,65+376 * 7,48+049 *  141+0,09 * 205+024 * NSG
SD44 1,99+0,39 * 66,14+4,15 ** 6,32+0,56 *  1,45+0,11 * 1,96+0,26 ** NSG
SD46 1,94+0,39 ** 72,82+4,15 * 6,46+056 *  132+0,11 * 155+026 * NSG
LH168 1,19+0,39 * 79,15+4,15 * 6,38+0,63 *  164+0,12 * 221+030 * SGC
PHEW? 233+0,39 * 71,74+415 * 656+0,56 *  1,22+0,11 * 1,36+0,26 * SGC
SGFTNSGT 0,60 0,10 ** 3,15+0,90 * -0,24+0,16 0,06 0,04  -0,26+0,07 *
SGFPSGFT -0,19+0,15  -2,62+132 * 0,23+0,23 .0,13+0,06 * 0,13+0,11
SGFPNS@® 0,51+0,14 ** 1,06+1,25  -0,03+0,22 .0,08+0,05  -0,16+0,10
SGFTINS® 0,70 +0,11 ** 3,68+0,94 * -0,26+0,17 0,05+0,04  -0,29+0,08 **
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4.1.3 Andlisis estadistico de datos fenotipicos e idificacion de lineas con SG

funcional (tardio y precoz) dentro del grupo de lineas de senescencia tardia.

En el analisis de varianza combinado realizado para este grupo de lineas, se encontraron
di ferencias significativas (POO,01 y POO, 0
(Tablas 4.7, 4.8 y 4.9). De las 73 lineas evaluadas, 34 presentaroncghdly de estas 14
fueron clasificadas como SGFT (valores de fotosintesis a los 75 ddff significativos) y 20 lineas
como SGFP (valores elevados de fotosintesis a los 60 ddff). Las 39 lineas restantes fueron NSG,
de las cuales siete presentaron SGC @4al¥).

Al realizar la comparacion de medias entre lineas con SG funcional y no funcional, se
encontraron diferencias significativas en la mayoria de caracteres evaluados, a excepcion de
contenido de clorofila en floracion, numero de hileras de gran@sraaorca y contenido de
proteina en el grano (Tablas 4.7, 4.8 y 4.9).

Las lineas con SG funcional presentaron un rango de produccion desde 1,92 hasta 7,08 t
ha'. El rendimiento promedio de estas lineas fue de 4,1Git, mientras que, en las lineas
NSG fue de 3,54 tha®. La linea PHR58 (SGFP), mostré mayor rendimiento con 7,08%
seguido por las lineas PHW51, LH181, PHP85, LH213 y PHAWG6 que presentaron
rendimientos promedios de 6,26, 6,22, 5,15, 5,10 y 5,0hat, respectivamente; por el
contrario, la linea PA8640 (SGFT) fue la menos productiva (1,92&'). El rango de
produccion de las lineas NSG vari6 desde 0,68 hasta 6186 bbservado en las lineas NC292
y L0904, respectivamente (Tabla 4.8).

El 78.5% de las lineas con SGFegentaron humedad del grano superior al 30% en la
cosecha; mientras que el 70% de lineas con SGFP presentaron porcentajes inferiores al 30% en
la cosecha. Las lineas con SGFP més productivas PHR58 y LH181, mostraron promedios de
humedad del grano de 29,8726,67%, considerados altos; sin embargo, se encuentran por
debajo de la media de las lineas con SGFT (humedad mayor de 30%) (Tabla 4.8).

En lo referente al rendimiento de biomasa, las lineas con SG funcional PHW79, PHR58,
PHP85 y PHT60 mostraron los timientos mas altos, con promedios de 4,30, 4,18, 4,05 y
4,02 t- ha?, respectivamente. Adicionalmente, estas lineas presentaron humedad de biomasa
entre el 61,1y 70% (Tabla 4.9).

El porcentaje de proteina en el grano fue superior al de la biomasaddyevd® 7,46 y
13,25%; mientras que en la biomasa fue desde 4,83 a 10,44% (Tablas 4.8 y 4.9).

Al igual que los dos grupos de lineas anteriormente estudiados (senescencia precoz y
media), el grupo de lineas tardias, también presentd promedios superiarestei@do de
clorofila y tasa fotosintética en las lineas con SG funcional en comparacion con los promedios
de las lineas NSG, con la diferencia de que se observo en este caso un mayor efecto a partir de
los 45 ddff. También, dentro del grupo de line&3GN\se observaron lineas que sobresalen del
resto, las mismas que fueron identificadas en los analisis como lineas con SG cosmético. En los
tres casos estudiados (lineas de senescencia precoz, media y tardia) se ha observado un patro
similar en la disminuén del contenido de clorofila y tasa fotosintética durante la senescencia
(Grafico 4.3 A, B).

Al comparar el rendimiento de grano con el rendimiento de biomasa, se observé que la
mayoria de lineas con SG funcional que presentaron rendimientos de gremrasia las 4 t
- hat, también mostraron alta produccion de biomasa (entre 3 ha'} (Gréafico 4.3 C). Por
otro lado, al comparar el llenado del grano con la humedad del mismo, se encontré que la
mayoria de lineas con SG funcional que sobrepadason5 dias para el llenado del grano,
mostraron mayor humedad del grano, observandose un rango de entre 27 y 39% de humedad
(Grafico 4.3 D).
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Tabla 4.9 Medias, errores estandar y comparacion de tipos de Stay Green para tres caracteres
relacionados con la biomasa, relaci 6n entre caracteres de grano y biomasa, evaluados en 73 lineas puras
de maiz de senescencia tardia.

Caracteres agronémicos (biomasa)

Relacién entre grano y biomasa

Lineas RBIO HUMBIO PROTBIO PROTG/PROTBIO RG/RBIO SEN
B79 3,10£0,44 * 7031332 * 830048 * 1,30£009 *  1,05£0,15 *  SGFT
EZ18 3,71+0,53 * 77,13+4,13 *  850+0,67 ** 1,55+0,11 *  0,82+0,21 *  SGFT
EZ52 264+0,48 * 6854+375 *  814+058 ** 1,2940,10 *  1,27+0,18 *  SGFT
LH213 3,35+0,44 * 71,75+3,32 *  7,50+0,48 ** 1,1940,09 *  1,51+0,15 *  SGFT
LH51 1,80+053 * 69,67+4,13 *  6,55+067 ** 1,35+0,11 *  1,39+0,21 *  SGET
PAB637  2,64+0,48 *  7248+375 *  086+058 ** 1,024£0,10 *  1,38+0,18 *  SGFT
PAB640  1,62+0,48 **  67,21+3,75 *  881+058 ** 1,13+0,10 *  1,16+0,18 *  SGFT
PHAWG  3,00+0,48 * 6521+375 *  7,38+0,58 ** 1,33+0,10 *  1,68+0,18 *  SGFT
PHHHO  2,07+0,46 * 67,54+3,49 *  7,48+052 ** 1,06+0,10 *  1,55+0,16 *  SGFT
PHF38 3,42+0,43 * 6016+323 *  888+046 ** 1,10+£0,08 *  1,20+0,14 *  SGFT
PHPS5  4,05+0,48 * 60.86+375 *  7,60+0,58 ** 1,07£0,10 *  1,31+0,18 *  SGET
PHT60  4,02+0,43 *  69,37+3,23 *  7,73+0,46 ** 1,29+0,08 *  0,96+0,14 *  SGFT
PHW52  2,47+0,48 *  6472+375 *  7,52+058 ** 1,01£0,10 *  1,95+0,18 *  SGET
PHW79  4,30+0,43 * 67,71+3,23 *  6,19+0,46 ** 1,37+0,08 *  1,09+0,14 *  SGET
B37 3,33+0,43 * 6887+323 *  653+046 ** 1,50+0,08 *  1,14+0,14 *  SGFP
F64 2,41+048 *  70,39+3,75 ** 862058 * 1,20+0,10 *  1,31+0,18 **  SGFP
LH181 3,68+0,48 ** 64,03+375 *  7,35+058 ** 1,31+0,10 *  1,63+0,18 *  SGFP
LH200 3,41+048 *  7326+3,75 **  7,63+058 * 1,20+0,10 *  1,51+0,18 **  SGFP
LH224 3104053 * 5805+4,13 *  639+0,67 ** 1,53+0,11 *  1,27+0,21 *  SGFP
LH65 3,06+0,53 * 6479+4,13 *  648+0,67 ** 1,61+£0,11 *  0,83+0,21 *  SGFP
N209 230£0,48 * 7218+375 *  680+0,58 ** 1,2940,10 *  212+0,18 *  SGEP
PAB634  1,00+0,48 *  69,80+3,75 *  871+058 ** 1,15+0,10 *  1,46+018 *  SGFP
PHHBA  2,15+0,46 *  69,62+3,49 *  7,3340,52 ** 1,24+0,10 *  1,55+0,16 **  SGFP
PHJ70 3,01£0,53 * 6493+413 *  638+0,67 ** 1,42+0,11 *  1,78+021 *  SGFP
PHK35  2,39+0,53 * 67,00£4,13 *  6,46+0,67 ** 1,35+0,11 * 1,640,221 *  SGFP
PHN73  2,18+0,43 *  64,69+323 *  7,30+0,46 ** 1,34+0,08 *  1,56+0,14 *  SGFP
PHPR5  2,46+0,48 * 6426+375 *  685+058 ** 1,54+0,10 *  200+0,18 *  SGFP
PHR58  4,18+0,48 * 61,08+375 *  556+058 ** 1,67+0,10 *  1,70+0,18 **  SGFP
PHTA7  3,79+0,48 * 6535+375 *  561+0,58 * 1,62+0,10 *  1,62+0,18 *  SGFP
PHVO7  2,86+0,48 *  68,87+375 *  7,08+0,58 ** 1,02+0,10 *  1,41+018 *  SGFP
PHW51  3,52+0,48 * 6317+375 *  4,83+058 ** 1,83+0,10 *  1,75+0,18 *  SGFP
PHW53  3,44%0,53 *  6520%4,13 *  6,16+0,67 ** 1,48+0,11 *  1,2040,21 *  SGFP
SD45 3,0640,81 * 5038+640 *  613+113 ** 1,66+0,19 *  0,89+0,35 *  SGFP
WIL903  3,09+048 * 7203+375 **  659+058 ** 1,42+0,10 *  1,40+018 *  SGFP
B106 2,85+0,68 * 5854+515 *  524+087 ** 1,85+0,16 *  1,39+0,28 *  NSG
B109 2,86+0,44 **  61,49+332 **  7,00+0,48 ** 1,20+0,09 *  1,30+0,15 *  NSG
B66 1,58+0,48 * 5018+3,75 *  7,41+058 ** 1,66+0,10 *  1,10£0,18 *  NSG
B73 254+0,43 * 5887323 * 6324046 ** 1,30+0,08 *  1,49+0,14 *  NSG
B97 461+0,48 * 64,17+375 *  6,81+0,58 * 1,41£0,10 *  1,10£0,18 *  NSG
EZ13 2,51+0,48 ** 6386+375 *  588+058 ** 1,65+0,10 *  1,39+0,18 *  NSG
FO4703  1,09+0,48 * 5454+375 *  7,07+058 ** 1,37+0,10 *  1,62+0,18 *  NSG
1205 0,94+ 0,53 6573+413 *  10,15+0,67 * 1,25+0,14 * 0794021 *  NSG
LH128 2044043 * 6504+323 *  7,18+0,46 ** 1,00£0,08 *  1,56+0,14 *  NSG
LH190 3,60+0,43 * 5897+323 * 680046 ** 1,040,008 *  1,64+0,14 *  NSG
LH192 3,26+0,48 * 6866+375 *  844+058 ** 1,13£0,10 *  1,19+0,18 *  NSG
LH206 1,88+0,43 * 61,24+323 *  669+046 ** 1,53+0,08 *  1,85+0,15 *  NSG
LH208 1,78+0,48 * 5497+375 *  10,44+0,58 ** 1,0940,10 *  0,98+0,18 *  NSG
LH210 501+0,48 * 6537+375 *  683+058 ** 1,42+0,10 *  0,71+0,18 *  NSG
LH216 1,77+0,48 * 6888+375 *  689+058 ** 1,25+£0,10 *  1,81+0,18 *  NSG
LH82 1,08+0,48 * 5848+375 *  7,52+058 ** 1,36+0,10 *  1,82+0,18 *  NSG
L0904 3,55+0,48 * 5046+375 *  678+058 ** 1,154£0,10 *  1,86+0,18 *  NSG
Mo17 2.44+043 * 61814323 *  6.66+046 * 1,41+0,08 *  1,88+0,14 *  NSG
Mo20W  1,65+0,53 * 60,32+413 *  6,41+0,67 ** 1,71£0,14 *  110£021 *  NSG
NC292 0,65+ 0,53 62,18+4,13 *  916+0,67 ** 1,27+0,14 *  1,07+021 *  NSG
Oh3167b 1,89+0,43 * 7314+323 *  0,80+0,46 ** 1,13+0,10 *  0,83+0,14 *  NSG
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Tabla 4.9 (Continuacion) Medias, errores es tandar y comparacion de tipos de Stay Green para tres
caracteres relacionados con la biomasa, relacion entre caracteres de grano y biomasa, evaluados en 73
lineas puras de maiz de senescencia tardia.

Lineas RBIO HUMBIO PROTBIO frac_prot rend_gra_bio SEN
PA8638 1,96 £ 0,48 ** 67,58 + 3,75 ** 8,34 £ 0,58 ** 1,26 £0,10 * 1,30+0,18 * NSG
PHBB3 1,59+£0,53 **  47,33+4,13 ** 8,54 £ 0,67 ** 0,98+0,11 * 1,44+021 * NSG
PHK29 2,11 +£0,53 ** 61,23 +4,13 ** 8,16 £ 0,67 ** 1,04+£0,11 * 1,30+x0,21 * NSG
PHM10 2,82+0,53 ** 45058 +4,13 ** 6,11 + 0,67 ** 1,64+011 ** 1,68+0,21 ** NSG
PHR61 3,65+ 0,63 ** 61,52 + 4,13 ** 7,02 £ 0,67 ** 1,27+0,11 ** 1,39+0,21 ** NSG
PHT10 2,48 £ 0,48 ** 59,57 + 3,75 ** 8,29 £ 0,58 ** 1,28+0,10 ** 0,99+0,18 ** NSG
PHT11 3,39+0,48 ** 64,61 + 3,75 ** 8,51 + 0,58 ** 1,07+0,10 * 1,35+0,18 ** NSG
PHV78 2,70 £0,48 ** 55,86 + 3,75 ** 5,57 £ 0,58 ** 1,44+0,10 ** 1,73+0,18 ** NSG
SD40 2,22 +£0,53 ** 62,37 £ 4,13 ** 6,77 £ 0,67 ** 1,41+0,11 ** 1,29+0,21 ** NSG
SD41 1,89+0,48 ** 64,69 + 3,75 ** 8,34 +£ 0,58 ** 1,29+0,10 ** 1,78+0,18 ** NSG
Va35 3,34+£0,48 ** 70,84 £ 3,75 ** 6,89 + 0,58 ** 1,47+0,10 ** 1,41+0,18 ** NSG
B104 2,20+ 0,53 ** 72,29 £ 4,13 ** 6,15+ 0,67 ** 1,31+£0,11 ** 150+0,21 * SGC
Bl4a 3,63+0,43 ** 66,81 + 3,23 ** 9,76 £ 0,46 ** 1,30+0,08 * 0,49+0,14 * SGC
B94 2,52+£0,81 ** 69,15 + 6,40 ** 7,31+1,13 ** 1,30+0,19 * 0,99+0,35 * SGC
LH195 3,96+ 0,48 ** 75,39 3,75 ** 7,66 0,58 ** 1,13£0,10 * 1,61+0,18 * SGC
N551 3,61+0,81 ** 75,02 + 6,40 ** 8,98 +1,13 ** 1,11+£0,19 * 1,27+0,35 * SGC
PHHB9 2,92+0,43 ** 68,22 + 3,23 ** 7,12 +0,46 ** 1,18+0,08 ** 1,99+0,14 * SGC
PHN82 2,50 £0,48 ** 66,73 +3,75 ** 6,67 + 0,58 ** 1,40+0,10 * 1,69+0,18 ** SGC
SGH - NS@ 0,44 +0,14 ** 5,15+0,99 ** 0,58 +0,20 ** -0,12+0,03 ** -0,13+0,06 *

SGFP- SGFT -0,22 £0,17 -2,59+1,13 * -1,00 £ 0,24 ** 0,19+0,04 ** 0,21+0,08 **

SGFP- NS@ 0,42+0,14 ** 4,94+0,96 ** -0,55%0,21 ** 0,09+0,03 ** 0,10+0,07

SGFT- NS@® 0,65+0,15 ** 7,53+1,01 ** 0,45+0,22 * -0,09£0,04 ** -0,10+0,07

RBIO = rendimiento de biomasa (t - ha); HUMBIO = humedad de biomasa ¢%; PROTBIO = contenido de proteina en la
biomasa (%); SEN = tipo de senescencia; SGFP = stay green funcional precoz (60 ddff); SGFT = stay green funcional tardio
(75 ddff); NSGT = stay green no funcional (75 ddff); NSGP = stay green no funcional (60 ddff); SGC= stay green cosmético;
** * = Significativo al 1 y 5% de probabilidad , respectivamente .
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4.1.4 Andlisis estadistico de datos fenotipicos e idéfitacion de lineascon SG

funcional (tardio y precoz) dentrodel grupo delineas de senescencia mugrdia.

Para este grupo de lirgdos resultados del andlisis de varianza combinado mostraron
diferencias estadisticas significativas entre lineas para todos los caracteres evaluados (Tablas
4.10,4.11y 4.12). De las 26 lineas evaluadas, el 50% (13 lineas) presentaron SG funcional; de
las cuales 10 fueron identificadas como lineas con SGFT (valores de fotosintesis a los 75 ddff
significativos) y tres como lineas con SGFP (valores altos de fotosintesis a los 60 ddff). Las 13
lineas restantes no presentaron el caracter (NSG) y, ddrestéiseas presentaron SGC (Tabla
4.10).

Al realizar la comparaciéon de medias entre lineas con SG funcional y no funcional, se
determinaron diferencias significativas (PO
No se encontraron diferenciagnificativas para indice de clorofila 30 ddff, tasa fotosintética
en floracién, rendimiento de grano, longitud de mazorca y rendimiento de biomasa (Tablas
4.10,4.11y 4.12).

El rango de produccion de las lineas con SG funcional oscil6 entre 0,41ty h#4 El
rendimiento promedio de estas lineas fue de 2,8@t mientras que en las NSG fue de 2,47
t - hal. La linea SGFT T8 presentd el valor mas alto de rendimiento con 4,64, tsegaido
por la linea PHP60 con un rendimiento promedio .d8 4 - hal; mientras que la linea EZ14
(SGFP) fue la que presento el rendimiento mas bajo (0,41%.- Barango de produccion de
las lineas NSG oscil6 entre 0,35 y 5,59 t* (fabla 4.11).

Las lineas con SGFT presentaron humedad del grano emgm aa 31,5 hasta 38,3%;
mientras que el 100% de lineas con SGFP presentaron humedad del grano alrededor de 41%.
Las lineas mas productivas T8 (SGFT) y PHP60 (SGFP), mostraron humedad del grano de 34,1
y 41%; mientras que la linea menos productiva EZ14emté un valor de humedad de 40,3
(Tabla 4.11).

En cuanto al rendimiento de biomasa, las lineas con SG funcional T8, NC258 y LH123HT
mostraron los rendimientos mas altos, con promedios de 4,39, 3,90 y 3,60t
respectivamente. Estas lineas tambi@s@ntaron humedad de biomasa en un rango de 70,2 a
75,7% (Tabla 4.12).

El porcentaje de proteina en el grano fue superior al de la biomasa y oscilé entre 7,18 y
13,36%; mientras que en la biomasa fue desde 5,59 a 9,68% (Tablas 4.11y 4.12).

Los promedios @l indice de clorofila y tasa fotosintética de las lineas con SG funcional en
su mayoria fueron superiores a los promedios de las lineas NSG, siendo méas evidente dicho
efecto a partir de los 30 ddff; sin embargo, dentro de las lineas NSG se observasquée
destacan sobre el resto, debido a que presentan SG cosmético. El patrén de disminucion del
contenido de clorofila y tasa fotosintética durante la senescencia fue similar al observado en los
tres grupos de lineas analizados anteriormente (Grafidb, 8

Al comparar el rendimiento de grano con el rendimiento de biomasa, se observé que la
mayoria de lineas con SG funcional presentaron valores mas altos que las lineas NSG (Grafico
4.4 C). Ademas, al comparar el llenado del grano con la humedadsied re¢ encontré una
relacion directamente proporcional entre los dos caracteres para las lineas con SG funcional, es
decir que las lineas que sobrepasaron los 70 dias para el llenado del grano, muestran casi en st
totalidad mayor humedad del grano, obsedase un rango de entre 29 y 44% de humedad
(Gréfico 4.4 D).
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Tabla 4.12 Medias, errores estandar y comparacion de tipos de Stay Green para tres caracteres
relacionados con la biomasa, relacion entre caracteres de grano y biomasa, evaluados en 26 lineas puras
de maiz de senescencia muy tardia.

Lineas Caracteres agronémicos (biomasa) Relacion entre grano y biomasa  SEN
RBIO HUMBIO PROTBIO PROTG/PROTBIC RG/RBIO
LH1 2,83+0,66 ** 71,49+307 * 7,38+0,55 ** 1,39+0,10 * 0,79+0,20 ** SGFT
LH123HT 3,60+£0,68 ** 70,22 +3,07 ** 8,32+0,57 ** 1,31+£0,10 * 0,74%£0,19 ** SGFT
LH194 2,31+0,66 ** 6857 +307 ** 8,30+0,55 ** 0,96 £0,09 ** 1,30+0,20 ** SGFT
NC258 3,90+0,74 ** 7573+324 ** 7,26+0,65 ** 1,31+0,12 ** 0,92+0,21 ** SGFT
PA8630 1,91+0,74 * 70,52+324 ** 9,36+0,65 ** 1,05+0,12 ** 1,14+0,21 ** SGFT
PHG39 2,48 +0,61 ** 69,13+292 ** 7,79+0,48 ** 1,26 +0,08 ** 1,17+0,18 ** SGFT
PHK93 3,41+0,66 ** 71,66+307 * 7,51+0,55 ** 1,22+0,09 * 0,97+0,20 * SGFT
PHM49 2,30+0,63 ** 68,04 +296 ** 7,56+0,50 ** 1,18+0,09 * 1,33+0,18 ** SGFT
PHT55 1,83+0,63 ** 68,08+296 ** 6,52+0,50 ** 1,45+0,09 ** 1,30+0,18 ** SGFT
T8 4,39 +0,68 ** 74,34+3,07 * 8,50%0,57 ** 1,17+£0,20 *»* 1,10%£0,19 ** SGFT
EZ14 2,85+0,66 ** 72,57 +307 ** 9,38+0,55 ** 1,44+0,09 * 0,36%0,20 SGFP
G 2,41 +0,74 ** 7567 +3,23 ** 8,52+0,65 ** 1,34+0,12 ** 1,10+0,21 * SGFP
PHP60 3,35+0,84 ** 71,26 +354 ** 8,23+0,78 ** 1,11+0,14 ** 1,18+0,25 ** SGFP
B54 1,40+ 1,10 61,99+£4,32 * 8,49+1,08 ** 1,10+ 0,20 ** 1,15+0,33 * NSG
B95 2,81+0,74 ** 66,47 3,24 ** 6,50% 0,65 ** 1,91+£0,12 ** 1,11+£0,21 * NSG
B96 2,62+0,84 ** 5892+354 ** 6,20+0,78 ** 1,71+0,24 * 0,40+0,25 NSG
DE1 1,39+0,68 * 6566307 * 7,16 +0,57 ** 1,21+£0,10 ** 1,72+0,19 * NSG
DE2 2,66+0,74 ** 59,45+324 ** 559+0,65 ** 1,32+0,12 * 1,69+0,21 * NSG
LH159 2,60+0,66 ** 66,18 +3,07 ** 7,93+0,55 ** 1,17+0,09 * 0,71+0,20 * NSG
Mo12 2,08 +0,63 ** 70,35+296 ** 7,81+0,50 ** 1,18+0,09 ** 0,84+0,18 * NSG
PHG84 2,41 +0,61 ** 64,77 +292 ** 593+0,48 ** 1,79+0,08 * 1,07+0,18 * NSG
PHM57 3,41+0,74 ** 58,15+3,24 ** 6,18+ 0,65 ** 1,66 +£0,12 ** 1,21+0,21 * NSG
PHV53 4,24 £0,61 ** 56,28+2,92 ** 572+0,48 ** 1,71+0,08 * 1,25+0,18 * NSG
NC300 4,16 £ 0,69 ** 69,76 +3,07 ** 8,81+0,55 ** 1,44+0,20 * 0,39+0,21 SGC
PHGV6 3,35+£0,68 * 69,14 +307 ** 7,55+0,57 ** 1,25+0,10 * 0,82+0,19 * SGC
PHJ31 4,53+0,74 * 67,52+3,23 * 9,68+%0,65 ** 1,28+0,12 ** 0,27 0,21 SGC
SGHA-NS@ -0,12+0,25 4,56 £1,06 ** 0,53+0,29 -0,23+0,06 ** 0,12 +0,09
SGFPSGFT 0,09+0,41 3,00 +£1,91 1,04 + 0,56 0,11 +0,11 -0,36 0,14 *
SGFPNS@ 0,19 £ 0,42 9,98 +1,94 ** 214 +0,56 ** -0,14 £ 0,11 -0,37+£0,14 *
SGFINS@ 0,09 £ 0,27 6,76 £1,01 * 1,060,226 * -0,25+0,06 * -0,02+0,09

RBIO = rendimiento de biomasa (t - ha'); HUMBIO = humedad de biomasa %; PROTBIO = contenido de

proteina en la bi omasa (%); SEN = tipo de senescencia; SGFP = stay green funcional precoz (60 ddff); SGFT =

stay green funcional tardio (75 ddff); NSGT = stay green no funcional (75 ddff); NSGP = stay green no funcional

(60 ddff); SGC = stay green cosmético; **, * = Significativo al 1 y 5%de probabilidad , respectivamente .

4.2 MAPEO DE QTL ASOCIADOS A LA SENESCENCIA EN UNA POBLACION MU LTIPARENTAL
El objetivo del presente estudio fue identificar QTL asociados a la senescencia en una
poblacion de lineas puras recombinantes dig fRiL), provenientes de la variedad sintética

21 (EPS21).

421

Después del filtrado de I&IL, finalmente se analizaron 465 lineas que fueron comunes

Andlisis estadistico de datos fenotipicos

en los dos ambientes evaluados. El parental EP17 fue eliminémoatélisis, debido a que se
encontré contaminacion en la semilla utilizada, lo cual fue confirmado por los resultados del

genotipado.

Bajo las condiciones ambientales de Pontevedra, los resultados del analisis de varianza
mostraron

combinado para todos los carae r e s
entreRIL y entre parentales. Las medias generales estimadas en floraciorRén jesa el

eva

uados
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indice de clorofila, fluorescencia minima, rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il y
aspecto sual fueron de 43,54, 63,738,740y 3,74, respectivamente. Estos mismos caracteres
evaluados dos meses después de la floracién, mostraron promedios de 8,1833428,55,
respectivamente (Tabla 4.13). Se estimé una disminucién diaria de @6,/0,007 y 0,04
unidades del indice de clorofila, fluorescencia clorofilica minima, rendimiento cuantico
maximo del fotosistema quimico Il y aspecto, respectivamente. El promedio de rendimiento de
las lineas fue de 40,43 glanta' y la floracién femenia promedio se produjo alrededor de los
69 dias después de la siembra (Tabla 4.14).

Respecto a la heredabilidad, la mayoria de caracteres mostraron valores inferiores al 60%,
a excepcion de dias a la floracion femenina, indice de clorofila (evaluado aamiéitoy dos
meses después de la misma), fluorescencia evaluada en floracion y aspecto de planta dos meses
después de la floracién femenina, que presentaron valores entre 62 y 81% (Tablas 4.13 y 4.14).

Tabla 4. 13 Medias, errores estandar y heredabilidad es de 465 RIL y medias de 7 parentales estimad as
para cuatro caracteres fisiolégicos, evaluados en dos etapas fenoldgicas de la poblacion multiparental
EPS21.

Caracteres fisiol6gicos

Genotipos Evaluacion en floracion Evaluacion dos meses después de la floacion
CLO_1 Fo_1 R/Fm_1 ASP_1 CLO_2 Fo_2 R/Fm_2 ASP_2
RIL
Media 43,54+0,41 63,74+0,20 0,74040,001 3,74+0,01  8,18+0,35 54,28+1,29 0,34440,011 1,55+0,03
Rango 11,0-66,5 53,8-835 0,637-0,789 2,9-45 -0,3-452  3,9-126,6 -0,020-0,758 0,8-3,8
h? 0,75 0,81 0,58 0,27 0,63 0,42 0,49 0,69
Padres
A509 38,23 60,61 0,744 3,51 1,78 18,82 0,102 1,08
EP125 31,28 62,15 0,743 3,56 2,92 40,18 0,268 1,19
EP43 41,33 83,67 0,679 3,79 5,88 44,11 0,160 1,13
EP53 62,27 64,75 0,746 3,70 10,04 57,73 0,366 1,52
EP86 38,07 63,78 0,738 3,97 7,21 48,34 0,375 1,69
F473 53,45 67,01 0,729 3,72 4,64 80,35 0,418 1,37
PB130 44,19 57,86 0,755 3,60 8,85 61,32 0,539 1,50
LSD (P>0.05) 8,30 1,74 0,025 0,54 8,17 36,16 0,274 0,39

CLO_1 R_1, R/Fm _1, ASP_1=indice de clorofila, fluorescencia minima, rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il ,

aspecto (escala 1-5) evaluados en floraciéon femenina; CLO_2, F_2, R/Fm _2, ASP_2 = indice de clorofila, fluorescencia

minima, rendimiento cuantic o maximo del fotosistema ll, aspecto (escala 1-5) evaluados dos meses después de la floracion
femenina.
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Tabla 4. 14 Medias, errores estandar y heredabilidades de 465 RILy medias de 7 parentales estimad as
para caracteres fisioldgicos y agronémicos evaluados en la poblacion multiparental EPS21.

Genotipos Disminucién diaria del caracter Caracteres agrondémicos
dCLO dFo dR/Fm dASP DFF RG
RIL
Media -0,67+0,01 -0,2+0,02  -0,007+0,0002 -0,04+0,00045 69,49+0,19 40,43+0,63
Rango -1,14-0,19 -1,3-0,89 -0,016-0,001 -0,06-0,0042 59,53-83,66 2,83-102,72
h? 0,60 0,43 0,47 0,51 0,81 0,51
Padres
A509 -0,70 -0,78 -0,012 -0,04 65,83 33,90
EP125 -0,54 -0,43 -0,009 -0,04 64,50 44,63
EP43 -0,67 -0,74 -0,009 -0,05 73,14 9,76
EP53 -0,99 -0,12 -0,007 -0,04 62,50 37,90
EP86 -0,58 -0,29 -0,007 -0,04 70,12 42,26
FA73 -0,94 0,21 -0,006 -0,04 74,69 34,51
PB130 -0,66 0,04 -0.004 -0,04 69,67 31,99
LSD (P>0.05) 0,13 0,70 0,005 0,01 4,05 9,67

dCLQ dFo, dR/Fm, dASP= disminucion diaria del indice de clorofil a, fluorescencia, rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il y aspecto (escala 1-5); DFF= dias a la floracién femenina (dias), RG= rendimiento de grano (g - planta ).

4.2.2 Analisis de correlacion

De las 91 correlaciones genéticas realizadas entre loaradteres evaluados, 60 fueron
significativas y, de estas, el 43,3% presentaron coeficientesratt@70). El caracter aspecto
de planta evaluado en floracion, presenté correlacion positiva y significativa con diez de los 13
caracteres comparados, strando coeficientes de correlacion altos y superiores a 0,62.
Ademas, la fluorescencia clorofilica evaluada dos meses después de la floracion femenina
mostré una correlacion positiva y significativa en 11 de los 13 caracteres estudiados, los que
presentawn coeficientes de correlacion entre 0,23 y 1,00.

Con respecto a las correlaciones fenotipicas entre los 14 caracteres estudiados, 64 fueron
significativas, de las cuales solamente siete correlaciones fuerorr &t@80) mientras que
los coeficientesastantes variaron entre 0,08 y 0,64 (bajos a moderados) (Tabla 4.15).
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4.2.3 SNP significativos asociados al indice de clorofila

El nivel de corte para todos los caracteres y la base de datos utilizada (SRAR®3e
de 2,42 x 10 o bien 4,61 en log1Q/élor p).

Para el caracter indice de clorofila evaluad floracion femenina se identificaron S®P
significativamente asociados con dicho caracter, de los cuales siete fueron localizados en el
cromosoma 1, uno en el cromosoma 3, dos en el cromosoma 4, ocho en el cromosoma 5, uno
en el cromosoma 7, uno ehceomosoma 8 y doce en el cromosoma 10 (Tabla 4.16; Grafico
4.5 A). Seis y siete de los alelos de mayor frecuencia en el cromosoma 1 y 5 de cada uno de los
SNPincrementaron el indice de clorofila, mientras el rest&MPen los cromosomas antes
mencionaos y restantes disminuyeron el efecto del caracter. La proporcion de la varianza
fenotipica R?) explicada por cada SNP varié de 0,040 a 0,083. Los efectos aditivos oscilaron
entre 2,17 y 5,34 (Tabla 4.16).

Para indice de clorofila evaluado a los dos meakespués de la floraciébn femenina se
identificaron 195NPsignificativos asociados al caracter; de estos, tres fueron localizados en el
cromosoma 1, ocho en el cromosoma 3, cuatro en el cromosoma 4, tres en el cromosoma 5y
uno en el cromosoma 6 (Tabld 4@, Grafico 4.5 B). En este caso, todos los alelos con mayor
frecuencia en cada uno de IB&P disminuyeron el indice de clorofila de las lineas. La
proporcion de la varianza fenotipida) explicada por cada SNP vari6 de 0,047 hasta 0,087.

Los efectos atlvos fluctuaron entre 1,91 y 3,97 (Tabla 4.17).

Cremosomas Cromosomas

Gréfico 4.5 Resultados del GWAS para el caractercontenido de clorofila en floracion femenina (A) y dos meses
después de la floracion femenina (B), en una poblacion multiparental . Cada punto representa los valores-p de
los 224363 SNP probados en el andlisis. Los puntossobre la linea roja representan los SNP significativamente
asociados con el indice de clorofila para cada cromosoma del genoma de maiz .
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Tabla 4.16 Variantes alélicas, efecto aditiv 0, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al indice de clorofila en floracion femenina evaluados

en la poblacion multiparental EPS21.

Sigmﬁg'a';voa AS09 EP128 EP1? EP43 EP53 EP86 F473 PB130 Alelos® No° ;Lfl%’d Valor-p: R
S139067705 A C A C N N N N AC 133104 253 1,50E05 0,083
S1496495%66 C C N N C C C C CIT 33321 424 155805 0,051
S149495%8 T T N N T T T T TG 30923 446 308506 0,063
S1L49%820 Cc C N N C C C C CIT 37832 378 316506 0,053
S1278163566 N T C T C N C C CT 172105 237 1,45805 0,061
S1278356935 G G A G N N A A AG 168151 2,29 523E06 0,059
S1278992400 N A A A A A G G GIA 122303 221 7,49E06 0,047
S3181767075 G G N G G N G G TG 21378 419 2,24E05 0,045
S4170805517 N G A G N N N N AG 94171 249 1,10E05 0,071
S4170805550 N A G A N N N N GA 90176 2,49 1,46E05 0,068
S548503994 A N N G G G G G GIA 28748 312 1,89E05 0,054
S548504499 G N N C C C C N  CIG 300/45 3,33 892E06 0,057
S548504500 T N N C C C C N CIT 30045 3,33 8092E06 0,057
S548504503 C N N G G G G N  GIC 30045 3,33 892E06 0,057
S548504506 G N N T T T T N T/G 30045 3,33 892E06 0,057
S5174936437 N A G N G N N G GIA 172160 220 9,41E06 0,059
S5174936444 N A T N T N N T  TIA 174161 217 1,15805 0,058
S5175508860 C C C A C C C C AC 57397 277 2,01E05 0,040
S723234742 G N C N C N G C GIC 87268 243 1,13E05 0,053
S8155643923 A A A G N A N A GA 112230 242 2,21E05 0,051
S1022131980 G G N G G G G G CIG 39367 327 148505 0,047
S1080046122 N G G G G G N G CIG 24354 455 4,47E06 0,057
S1080046137 N G G G G G N G TG 24355 452 522506 0,056
S108004613 N C C C C C N C GIC 25352 443 630E06 0,055
SI08@6140 N C C C C € N C AC 24355 452 522506 0,056
S1080590477 A N N N A A A A GA 18330 500 836506 0,056
S108061620 C C C C C C C C TIC 22395 436 1,97E05 0,044
S1081181498 C C C C C C C C TIC 27433 397 22705 0,040
S10.82041409 A A A A A A A A GIA 20422 394 156505 0,042
Sl0858442 N C N C N N C C AC 20300 466 9,08506 0,059
S109339633 T T C N N T T T CT 17323 534 152506 0,065
S109994208 T T T T T T T T CIT 28407 399 1,11E05 0,044

2 El nimero que antecede y pre cede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. ® Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales de genotipado. © Ndmero de lineas
homocigotas para una variante determinada. E alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ®El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media

de los homocigotos para el alelo que aumenta el ca racter y la media del homocigoto que disminuye el caracter.

significacion de los SNP.' Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.
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Tabla 4.17 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporciéon de lav arianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al indice de clorofila dos meses después de la floracion
femenina, evaluado en la poblacién multiparental EPS21.

SNP AS09 EP128 EP1? EP43 EP53 EPSS FA73 PBI30 Alelo® Ng  Electo

-N¢& f
significativo aditivod  Valor-p® R

S1.279901234 C T T C T T C C C/T 112/191 2,26 8,26E07 0,084
S1_279901243 C G G C G G C C C/IG 112/191 2,26 8,26E07 0,084
S1 282899913 G G N G G G G N AIG 55/345 2,39 1,66E05 0,047
S3_196153899 C Cc N T C C C N TIC 26/282 3,46  8,24E06 0,062
S3_201194856 G G A G G A G G AIG 68/389 2,36 6,65E06 0,045
S3_201538092 A A G G A G A A G/A  121/283 1,96 3,82E06 0,053
S3_201538103 A A G G A G A A G/A  125/262 1,91 7,17E06 0,051
S3_201538104 C C T T C T C C T/IC 121/283 1,96 3,82E06 0,053
S3_201538113 A A G G A G A A G/A  121/283 1,96 3,82E06 0,053
S3_208904821 C N N C N G N C G/IC  26/225 3,68 4,03506 0,073
S3_208904825 A N N A N G N A G/A  26/221 3,67 4,35606 0,073
S4_106631292 G G G G G N N G AIG 19/233 3,85 1,78605 0,078
S4 108425620 T T T N T T N T GIT 21/275 3,71 1,62E05 0,056
S4 150637753 T N N N T N T T CIT 21/315 3,85 4,85E06 0,065
S4 150637846 G G N N G N N G AIG 21/325 3,75 8,15e06 0,061
S5_58599162 N G G G G G G G AIG 74/313 2,17 1,30e05 0,047
S5_174114678 A A A N A N A A TIA 17/303 3,97 11,8505 0,061
S5_174114682 G G G N G N G G CIG 17/303 3,97 1,85E05 0,061
S6_93190538 G N N N A N N G AIG 82/178 2,51 1,63E06 0,087

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromo soma y la posicién fisica del SNP(pb) dentro
del cromosoma. ® Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales de genotipado. © Numero de lineas
homocigotas para una variante determinada. H alelo antes de la diagonal aumenta el efecto de | caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ¢ El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. ©Valores de
significacion de los SNP." Proporcién de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

4.2.4 Haplotipos del QTL para los SNP significativos asociados alindice de
clorofila

Para cada SNP significativo se establecié su bloque de ligmmisando el software
Haploview. Cada bloque de ligamiento delimita el intervalo de confianza del QTL asociado
significativamente al caracter de interés.

Para el indice de clorofila evaluado en floracion femenina se identificarosies
importantes enlecromosoma 1 (S1_278163516, S1_ 278356935 y S1 278992401) que se
correspondieron con tres bloques de ligamiento diferentes, de modo que se identificaron tres
QTL distintos. El efecto aditivo tedrico de estos QTL varié desde 5,9 hasta 32,4. El haplotipo
favorable de los QTL estuvo presente en el 49, 67 y 23% de las lineas evaluadas (Tabla 4.18;
Gréfica 4.6).

Al evaluar el indice de clorofila dos meses después de la floracion femenina se identificaron
sieteSNPimportantes en los cromosomas 1y 3, los misgouascorrespondieron a tres bloques
de ligamiento, por lo que solamente se detectaron 3 QTL. El primer QTL incluyéSiNéos
significativos, el QTL 2 a cuatrBNP significativos y el QTL 3 a un SNP significativo. El
efecto aditivo tedrico de los QTL fluctahtre 4,5 y 24,6. El haplotipo favorable de los QTL
fue detectado en el 38, 28 y 45% de lineas evaluadas, respectivamente (Tabla 4.19; Gréfica
4.7).
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QTL1

QTL2

QTL3

GTTCGACAGCAACCCAGAAA .062
GTTCGACAGCAACCCAAAAA 0L
GTTCCACGGCACGTGGGAAA 067
GTTCGACAGCAACCCAGAGA .110
GCCCGGTAGCACCCCAGAAA 028
GTTCGACAGCAACCCAAAGA .026
( \GA .022
GTTAGACGGCGACTGGGAGA .020
Bloque 2 = 189 kb GTTAGACGGCGACTCAGAGA 020
.019
_— 668
CCAGATAGGCCGTAAACAT .115
| 020
CCAGACGGGCCGTAAATAT 173
Blogue 2 =4 kb
. l L™ LD M eI
I A i gt gt gt
% % % % = ] =i =
L2 90
& CTAG .275
L EEEE 2265
). CGAG .148
Bloque3 = 159 kb CGGLEG .55

Gréfico 4.6 QTL identificados, SNP significativos (flechas azules), bloque y desequilibrio de ligamiento y

haplotipos de los QTL para el indice de clorofila en floracion femenina. El desequilibrio de ligamiento fue

medido como r? entre pares de SNP (color blanco corresponde ar? = 0; sombreados de gris = 0g2<1 y color

negro r2 = 1). Los haplotipos que incrementan el caracter estan resaltados de color verde, mientras que los
que disminuyen el caracter estan resaltados de amarillo. Los alelos que no coinciden con el haplotipo total
(que incrementa o disminuye el caracter) estan subrayados con linea roja.
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Gréfico 4.7 QTL identificados, SNP significativos (flechas azules), bloque y desequilibrio de ligam iento y
haplotipos de los QTL para el caracter indice de clorofila dos meses después de la floracion femenina. El
desequilibrio de ligamiento fue medido como r? entre pares de SNP (color blanco corresponde a r? = 0;
sombreados de gris = 0¢2<1 y color negro r? = 1). Los haplotipos que incrementan el caracter estan resaltados
de color verde, mientras que los que disminuyen el caracter estan resaltados de amarillo. Los alelos que no
coinciden con el haplotipo total (que incrementa o disminuye el caracter) es tan subrayados con linea roja.
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425 Genes candidatos por cad&NP significativoimportante asociado al indice

de clorofila

Se identificaron seis genes candidatos adyacenteSalRasociados al indice de clorofila
evaluado en floracién femenina para los @d4. detectados (Tabla 4.20).

Por otro lado, se identificaron diez genes candidatos adyacenteSER@sociados al
indice de clorofila evaluado dos meses después de la floracion femenina para los otros tres QTL
(Tabla 4.21).

Tabla4.20 Cromosoma, marcadores flanqueantes, genes candidatos para cada SNP o grupos de SNP asociados

significativamente al indice de clorofila en la floraciéon femenina evaluado en la poblacién multiparental

EPSZ.
SNP

Lo Marcadores Genes y postion en el Lo
significativo flanqueantes genoma (B73 RefGen_v2) Descripcion en la base de datos TAIR
(cromosoma)
Nuclear-encoded chloroplast stromal cyclophilin CYP20-3
Zm00001d034071 (also known as ROC4). Protein is tyrogne-phosphorylated
S1 278163516 S1 278163476 (S1_278113793S1 278126352) and its phosphorylation state is modulated in response to
) S1_ 278352686 ABA in Arabidopsis thaliana seeds.
Zm00001d034072 : :
(S1.278102784S1 278199532) UDRglucose 6-dehydrogenase family protein
Zm00001d034073 (ATWRKY57, WRKY57) WRKY Di#ding protein 57
(S1_27822886251_278232499)
Zm00001d034074 Glycosyl transferase family 35
(S1_27825061251_278259617)
(ATCNGC2, CNGC2, DND1) Cyclic nucleotideegulated ion
channel family. ‘defense, no death' gene (DND1) encodes a
mutated cyclic nucleotide -gated cation channel; Same as
S1 278356935 S1 278353505 CNGC2 (article ID 229): Cyclic nucleotide gated channel,
- 1) 81:278357906 activated by cAMP, conducts K+ and other monovalent
cations but excludes Na+, does not contain the GYG amino
Zm00001d034076 acid sequence found in other channels with this
(S1_278418921S1_278425448) conductivity profile. Conducts Ca2+ into cells which is
linked to the generation of NO and the NO signaling pathway
involved in the innate immune response to pathogens.
CNGC2 cold be the key step mediating bulk Ca2+ influx into
leaf cells after unloading from the vascular and have no
direct roles in the leaf development and HR.
Encodes a leaf-type ferredoxin: NADP(H) oxidoreductase. It
S1_278992401 S1_ 278909244 Zm00001d034099 is present in both chloroplast stroma and thylakoid
1) S1 279068377 (S1_278996228S1_278999894) membranes but is more abundant in the stroma the mRNA

is cell-to-cell mobile.
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Tabla 4.2 1 Cromosoma, marcadores flanqueantes, genes candidatos para cada S NP o grupos de SNP asociados
significativamente al indice de clorofila dos meses después de la floracién femenina evaluado en la poblacion

multiparental EPS2 1.

SNP significativo Marcadores Genes y posicion en el L
(cromosoma) flanqueantes genoma (B73 RefGen_v2) Descripcion en la base de datos TAIR
Encodes a chloroplast localized subunit of casien kinase4.
Functions reduntantly with other alpha subunits (1, 2, and
Zm00001d034137 3) in ABA mediated suppression of seed germination,

(S1_27974269851_279744047)

S1_279901234

S1 270001243 5L 279901234

S1 279901243

1
@ GRMZM2G003421
(S1_27982446-S1_279826154)
Zm00001d005361
(S1_279904827S1_279909403)
S3 201194856 S3 201189615 Zm00001dG4t3574
©) S3 201228263 (S3_ 201165018S3_201167249)

Zm00001d043586
(S3_201322694S3_201323761)

Zm00001d043589
(S3_ 20137118553 _201375806)

Zm00001d043592
(S3_201395366S3_201402538)
S3_201538092
S3_201538103
S3_20153814
S3_201538113
@)

S3 201538092
S3_201545231
Zm00001d043596
(S3_ 20153582453 201536736)

Zm00001d043607
(S3_ 20186154953 _201871591)

Zm00001d043609
(S3_ 20196629553 _201973589)

lateral root development and flowering time. Casein
kinase Il, CK2mediated phosphorylation enhances the
light-induced degradation of PIF1 to promote
photomorphogenesis.

Encodes a member of F-box proteins that includes two
other proteins in Arabidopsis (ZTL and FKF1). These
proteins contain a unique structure containing a PAS
domain at their N -terminus, an F-box motif, and 6 kelch
repeats at their C -terminus. Overexpression results in
arrhythmic phenotypes for a number of circadian clock
outputs in both constant light and constant darkness, long
hypocotyls under multiple fluences of both red and blue
light, and a loss of photoperiodic control of flowering
time. Although this the expression of this gene itself is not
regulated by circadian clock, it physically interacts with
Dof transcription factors that are transcriptionally
regulated by circadian rhythm. LKP2 interacts with Di19,
COI/COL family proteins.

A LAMMERype protein kinase that co -precipitates with
serine/arginine -rich (SR) proteins in vitro, interaction
modulated by phosphorylation of the proteins.

Chloroplastic NifS-like protein that can catalyze the
conversion of cysteine into alanine and elemental sulfur
(S (0)) and of selenocysteine into alanine and elemental
Se (Se (0)).

Senescence regulator (Protein of unknown function,
DUF584)

MADS box gene negatively regulated by APETALAL

Encodes a member of the SPA (suppressor of phyA105)
protein family (SPA1-SPA4). SPA proteins contain an N
terminal serine/threonine kinase -like motif followed by a
coiled-coil structure and a C -terminal WD-repeat domain.
SPA proteins function redundantly in suppressing
photomorphogenesis in dark- and light-grown seedlings.
SPA4 (and SPA3) predominantly regulates elongation
growth in adult plants.

Polyketide cyclase/dehyd rase and lipid transport
superfamily protein .

Encodes a hexokinase (HXK1) in the plant glucose
signaling network. Functions as a glucose sensor to
interrelate nutrient, light, and hormone signaling
networks for controlling growth and development in
response to the changing environment

(ANQ1, ATMKK®6, MKK6) MAP kinaddnase 6. Encodes a
member of the MAP Kinase Kinase family of proteins. It
can phosphorylate MPKL2 in vitro and it can be
dephosphorylated by MKP2 in vitro
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4.2.6 SNP significativos asociados a la fluorescencia clorofilica minima

Se identificaron 48NPsignificativamente asociados al caracter fluorescencia mifgha
en floracion femenina. De ellos, 8% ron localizados en el cromosoma 1, dos en el cromosoma
2, tres en el cromosoma 3 y uno en los cromosomas 5, 6 y 7, respectivamente (Tabla 4.22;
Gréfico 4.8 A). En general la mayoria de los alelos de mayor frecuencia en todos los
cromosomas de cada ude losSNP, disminuyeron el caracter. La proporcion de la varianza
fenotipica R?) explicada por cada SNP varié de 0,043 a 0,108. Los efectos aditivos fluctuaron
entre-1,24 y 2,56 (Tabla 4.22).

Por otra parte, se encontraron 30P significativamente ase@dos a la fluorescencia
minima evaluada dos meses después de la floracion femenina. De ellos, 18 se encontraban en
el cromosoma 3, uno en el cromosoma 5 y uno en el cromosoma 8 (Tabla 4.23; Gréfico 4.8 B).
Todos los alelos de mayor frecuencia en todostiosiosomas de cada SNP disminuyeron el
caracter, a excepcion SNP del cromosoma 5 que incrementé el caracter. La proporcion de la
varianza fenotipicaR®) explicada por cada SNP oscil6 entre 0,046 y 0,084. Los efectos aditivos
variaron desde 6,82 hasta@¥(Tabla 4.23).
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Gréfico 4.8 Resultados del GWAS para el caracterfluorescencia minima en floracion femenina (A) y dos meses
después de la floracion femenina (B), en una poblacién multiparental . Cada punto representa los valores-p de
los 224363 SNP probados en el analisis. Los puntos sobre la linea roja representan los SNP significativamente
asociados con el caracter fluorescencia minima para cada cromosoma del genoma de maiz.
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Tabla 4.22 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significaci6  n p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado a la fluorescencia clorofilica en floracion femenina
evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

Signiﬁ(':\‘a'fivoa AS509 EP128 EP1? EP43 EP53 EP8S F473 PB130 Alelos® N&° a'fjfi‘fi\c/t:d Valor-p* R
S1_10971254 AIG  16/316 2,36 1,64E05 0,060
S1_18190570 AIG  23/203 2,08 8,84E06 0,061
S1 21703366 GIC 27/375 1,81 2,21E05 0,047
S1 21714481 TIG  28/300 1,94 4,86806 0,062
S1 21714543 AT 32/335 1,80 6,13506 0,054
S1 21758984 AIC  25/379 2,56 1,35808 0,085
S1 24673475 CIA 45324 1,84 1,90E07 0,073
S1 25104823 AIG  42/402 1,88 1,35807 0,066
S1 25187529 GIT  36/381 1,79 2,06806 0,056
S1 25287700 CIT 237359 2,25 1,19506 0,067
S1 25745017 CT 51273 144 210505 0,063
S1 25882412 TIC  39/278 1,64 1,19E05 0,064
S1 25882429 AIG 39278 1,64 1,19E05 0,064
S1 25882437 TIG  39/278 1,64 1,19E05 0,064
S1 26037555 TIG  46/384 1,81 1,34E07 0,067
S1 26037640 GIA 42315 1,77 7,86E07 0,068
S1 26037654 TIG 421314 1,77 8,44E07 0,068
S1 26037694 TIG  42/308 1,63 6,11E06 0,059
S1 26037701 AIG  42/308 1,63 611506 0,059
S1 26037715 GIT  42/308 1,63 611506 0,059
S1 26038293 AIC  42/300 1,73 1,76E06 0,068
S1 26038329 TIA  42/300 1,73 1,76506 0,068
S1 26039897 GIA 38279 1,68 9,21E06 0,065
S1 26690897 AIG  48/312 1,57 3,75806 0,059
S1 26692540 AIC 31211 1,98 1,96E06 0,108
S1 26693647 AIG  29/204 1,88 8,69E06 0,095
S1_26694070 AIC 31253 1,77 1,42E05 0,073
S1 26694075 CIA 31253 1,77 142505 0,073
S1_26694078 TIA 31253 1,77 1,42E05 0,073
S1 26694079 CIA 31253 1,77 142505 0,073
S1 26694115 TIG 31253 1,77 14205 0,073
S1 35133728 C/G  18/399 2,36 1,25805 0,048
S1 254008677 TIC  17/317 2,34 1,10E05 0,055
S1 254008687 TIC  17/317 2,34 1,10E05 0,055
S1_291102452 AIG  208/94 1,20 1,28505 0,067
S2_160962926 TIC  19/350 2,43 3,56E06 0,060
S2_187816927 CIT 35070 -1,24 1,63E05 0,045
S3_49149279 CIT 945327 1,21 383506 0,050
S3_144742460 TIC 178/134 1,10 1,85805 0,060
S3 227868893 AT 64/189 1,34 1,65805 0,067
S5_100157583 TIG 115/246 1,20 12,4406 0,060
S6_146568385 AIG 601274 1,36 1,02E05 0,055
S7_4958091 CIG 61353 1,27 241505 0,043

®
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®
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®

Q-4 44002000 0>»22>200002>»2>0- 00020000444 -460>»0-210600
azd44d006060002222Z2Z2Z2Z22>»2>0-00Z2Z2Z00004d442Z200-49000
rzdzZz400>»0002Z222222Z2Z2Z2Z21000>0000d44d0>02220
Zo0rz000z2z2zZ2064d04-4d0>»r 22> 042> 02>» 1414042220002 02»2>»Z20>
OGoOoOOrZz2o0o0zZz-060002Z2Z2Z2Z2Z2Z20220-1000>»r0Z2Z2Z2Z4-40>»04002
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Oz 0-4Z2000060222Z2Z2Z2Z20>»20-000>»00004A-4-460>»24Z202Z2
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2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. ° Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales dd genotipado. ¢ Numero de lineas
homocigotas para una variante determinada. H alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ¢ El efecto aditiv o fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter.  ©Valores de
significacién de los SNP. " Proporcién de la varianza fenotipica explic ada por el SNP.
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Tabla 4.23 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado a la fluorescencia clorofilica dos meses después de la
floracién femenina evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

_ SNP " A509 EP128 EP1? EP43 EP53 EP8§ F473 PB130 Alelos® Nof  Eecto
significativo aditivo

Valor-p¢  R¥f

S3_200700872 A A N A A C A A C/A  52/356 9,68 1,14E05 0,047
S3_200877582 G G N G G A N G AIG  45/281 10,42 1,09505 0,059
S3_201049765 A A N A N G A A G/A  44/321 10,35 1,12E05 0,053
S3_201049777 A A N A N G A A G/A  44/321 10,35 1,12E05 0,053
S3_201049786 A A N A N G A A G/A  44/321 10,35 1,12E05 0,053
S3_201538092 A A G G A G A A G/A  120/281 6,82 1,63E05 0,046
S3_201538103 A A G G A G A A G/A  124/260 7,34 3,93E06 0,056
S3_201538104 C C T T C T C C T/IC 120/281 6,82 1,63E05 0,046
S3_201538113 A A G G A G A A G/A 120/281 6,82 1,63E05 0,046
S3_201538222 G G N N G G G G TIG 771275 8,87 2,02E06 0,063
S3 206319665 T T N T N C T N C/T  45/246 10,28 6,92E06 0,074
S3_207022252 N G N G N N G G A/G  49/303 10,23 2,93E06 0,065
S3 208613140 C C C C T C N N T/IC 36/285 11,27 5,47E06 0,060
S3_208904821 C N N C N G N C G/C  26/223 13,57 4,74E06 0,083
S3_208904825 A N N A N G N A G/A  26/219 1354 5,21E06 0,084
S3_208904958 G G N G G A G G AIG  33/349 11,78 6,46E06 0,055
S3_208904976 C C N C C T C C TIC 33/349 11,78 6,46E06 0,055
S3 223086559 A A N A N G N A G/A  18/247 14,61 1,45E05 0,070
S5_212®3257 T T T T T A N N T/IA 269/27 12,55 1,10E05 0,067
S8_148315035 G G G G G N A G A/G  42/315 10,12 2,20E05 0,049

@ El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicién fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. P Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. © Nimero de lineas
homocigotas para una variante determinada. E alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ¢El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. ¢ Valores de
significacion de los SNP. ' Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

4.2.7 SNP significativos asociados al rendimiento cuantico maximo del

fotosistema Il

Se detectaron 18SNP significativamente asociados al rendimiento cuantico maximo del
fotosistema I(F/Fm) evaluado en flacién femenina. De ellos, BNPfueron localizados en
el cromosoma 1 y un SNP en los cromosomas 4, 6 y 10, respectivamente (Tabla 4.24; Grafico
4.9 A). La mayoria de alelos de mayor frecuencia en todos los cromosomas de cada uno de los
SNPincrementaron lerendimiento cuantico maximo del fotosistema Il. La proporcién de la
varianza fenotipiceRP) explicada por cada SNP oscil6 entre 0,042 y 0,083. Los efectos aditivos
variaron entre 4,97 y 10,16 (Tabla 4.24).

Al evaluar el rendimiento cuantico maximo detdsistema Il, dos meses después de la
floracion femenina, se identificaron d&NP significativamente asociadas a dicho caracter
localizados en los cromosomas 3 y 6, respectivamente (Tabla 4.25; Grafica 4.9 B). Los alelos
de mayor frecuencia de est8&P disminuyeron el caracter. La proporcion de la varianza
fenotipica R?) explicada por cada SNP fueron de 0,054 y 0,055, respectivamente. Los efectos
aditivos de los doSNPfueron 79,98 y 103,79, respectivamente.
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Tabla 4.24 Variantes alélicas, efecto adit ivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il en
floracién femenina evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

. SNP . AS09P EP123 EP1? EP43 EP53 EP86 F473 PB13% Alelos® No* o
significati vo aditivo

S1_45426763 C C/A  344/89 6,56 3,83E06 0,050

Efecto Valor-p¢ R

(@]
(@]
>
(@]
z
(@]
(@]

S1_45771866 T T T c C T T T T/IC 282/105 6,18 5,87E06 0,052
S1_45771867 A A A c c A A A A/C  282/105 6,18 5,87E06 0,052
S1_45771877 A A A G G A A A A/G  282/104 6,21 5,77E06 0,052
S1_ 45938671 A A A T A A N A AIT 332/82 6,73 4,54E06 0,051
S1_46841551 A G G A G G G A G/A  229/202 4,97 2,20E05 0,042
S1_ 47177423 A A N T T N N A AT  243/136 5,54 1,92E05 0,046
S1_47331494 A A N T T N A N AT 178/166 5,58 2,32E05 0,050
S1_47455786 c c N T T C C T C/T 263/175 5,55 3,61E06 0,050
S1_47599783 N A T A A T T A T/IA  149/187 6,03 6,29E06 0,061
S1 47599785 N C T C C T T C T/C  149/187 6,03 6,29E06 0,061
S1 47600003 G A G A A G G A G/A  228/208 5,27 7,23E06 0,046
S1 47705163 T T C T T C C T C/T 178/263 5,25 8,12E06 0,046
S1_47775156 G G N T T N G T G/T 196/174 5,62 9,35E06 0,054
S1 50288007 G G G A G N N N G/A  182/49 8,70 7,63E06 0,083
S1_50421412 N G G A N N N G G/A  284/46 8,28 1,28E05 0,057
S4_ 200030889 G G C G N G G N G/IC 17473 7,15 1,85E05 0,072
S6_128564797 T N T G T T N T T/G 237/27 10,16 2,11E05 0,079
S10_105878718 A A N G A N N N AIG  222/70 7,61 3,57E06 0,072

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. ® Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales de genotipado. © Numero de lineas
homocigotas para una variante determinada . H alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ¢ El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. ©Valores de
significacion de los SNP. " Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

Tabla 4.25 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcidon de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il, dos
meses después de la floracién femenina evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

_ SNP  A50¢ EP128 EP1? EP4% EP58 EPSS F473 PB130 Allos® No¢ 1% vaorpe R
significativo aditivo

S3.207022252 N © N G N N G G AIG  49/303 79,98 1,56E05 0,054
S6_162496073 G G T G N G N G TIG  25/302 103,79 2,34E05 0,055

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro del
cromosoma, respectivamente . ® Alelos de los padres obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. ¢ Nimero de
lineas homocigotas para una variante determinada. E alelo ante s de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que
el alelo después de la diagonal disminuye el caracter. ¢El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la
media de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y | a media del homocigoto que disminuye el caracter. ©Valores
de significacion de los SNP. " Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.
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Gréfico 4.9 Resultados del GWAS para el caracterrendimiento cuantico maximo del fotosistema Il e n floracion
femenina (A) y dos meses después de la floracion femenina (B), en la poblacion multiparental EPS21Cada punto
representa los valores-p de los 224363 SNP probados en el analisis. Los puntos sobre la linea roja representanlos
SNP significativamente asociados con el caracter rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il para cada
cromosoma del genoma de maiz

4.2.8 Haplotipos del QTL para los SNP significativos asociados al maximo

rendimiento cuantico del fotosistema Il

Para el caracter rendimientadntico maximo del fotosistema Il evaluado dos meses
después de la floracion femenina se identificé SMP importante en el cromosoma 3
(S3_207022252) que correspondio a un bloque de ligamiento (QTL). El efecto aditivo tedrico
de este QTL fue de 85,5 y khplotipo favorable estuvo presente en el 16% de las lineas
evaluadas (Tabla 4.26; Gréfico 4.10).

= —— = L
T e (= =
. - e -
. x::x f’ﬁt — L L e ]
. . —— e - P
o -—t ) o o~ o~ P -—t
P P () -t - "z} [==1 P
[—] [—] (== -— o o o~ -
[==] [==] (== Lo ) o o o~ o~
w [rs) [rs) = ) 2y} ol o - -
= = o= = = = —~ = I G |'_:| |'_:|
= = = (=] = = = = L] i’
Nl NI NI NI NI NI NI NI
o [y o7 o (] () [y L)
wn un o (] wn wn (7] un

Block 1 (0 kbj
1860

1861 1862 1863 1864

52

a0 2
a0

53

Blogue 2 =0 kb

Block 2 (0 ki)
1865

Elock 3 (0 kh)

1866 1867

227
. 157

Gréfico 4.10 QTL identificados, SNP significativos (flechas azules), bloque y desequilibrio de ligamiento y
haplotipos de los QTL para el caracter rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il dos meses después
de la floracién femenina. El desequilibrio de ligamiento fue medido como
blanco corresponde a r? = 0; sombreados de gris = 0¢?<1 y color negro r? = 1). Los haplotipos que
incrementan el caracter estan resaltados de color verde; mientras que los que disminuyen el caracter estan
resaltados de amarillo. Los alelos que no coinciden con el haplotipo total (que incrementa o disminuye el

caracter) estan subrayados con linea roja.
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4.2.9 Genes candidatos ara el SNP significativo asociado alrendimiento

cuantico maximo del fotosistema |l

Se identificaron cuatro genes candidatos adyacentes al SNP asociado al caricter
rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il evaluado dos meses degsplaéBoracion
femenina (Tabla 4.27).

Tabla 4.2 7 Cromosoma, marcadores flanqueantes, genes candidatos para el SNP asociado significativamente
al rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il evaluado dos meses después de la floracion femenina en
la poblacién multiparental EPS2 1.

SNP —
significativo Marcadores Genes y posicion en el Descripcion en la base de datos TAIR
flanqueantes genoma (B73 RefGen_v2)
(cromosoma)
Zm00001d043798 Serine/Threonine kinase family catalytic domain

(S3_207013909S3_207015353) protein

Zm00001d043799 Serine/Threonine kinase family catalytic domain

S3 207022252 S3 207022212  (S3_ 20702205853 207023791) protein

&) S Ablizizes Zm00001d043800 Serine/Threonine kinase family catalytic domain

(S3_207029164S3_207037370) protein

Zm00001d043801

(S3_ 20703748653 _207041394) alpha/beta -Hydrolases superfamily protein

4.2.10 SNP significativos asociados al aspecto visual de la planta

Se encontraron ocHaNPsignificativamente asociados al aspecto visual de la planta en la
floracién femenina, de ellos dos fueron localizados en el cromosoma 2, uno en el cromosoma
3, cuatro en el cromosoma 4 y uno en el cromosoma 8 (Tabla 4.28; Grafico 4.11 A). Los alelos
de mayor frecuencia en todos los cromosomas (a excepcion del cromosoma@y dieocde
los SNP, incrementaron el caracter. La proporcién de la varianza fenotifjcaxplicada por
cada SNP vari6é de 0,051 a 0,077. Los efectos aditivos oscilaron entre 0,052 y 0,074 en valores
de la escala-b (Tabla 4.28).

En este mismo caractevauado dos meses después de la floracion femenina se
identificaron 27 SNP significativos asociados a dicho caracter, de los cuales 2 fueron
localizados en el cromosoma 3, 22 en el cromosoma 6 y uno en los cromosomas 7, 9 y 10,
respectivamente (Tabla 4.2@réfico 4.11 B). En este caso, todos los alelos de mayor
frecuencia en todos los cromosomas disminuyeron el valor de la calificacién del aspecto de la
planta. La proporcion de la varianza fenotipR3 éxplicada por cada SNP fluctué entre 0,048
y 0,088, mientras que los efectos aditivos oscilaron entre 0,16 y 0,26 en valores de la
calificacion del aspecto de la planta (Tabla 4.29).
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Tabla 4.28 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al aspecto visual de la planta en floracion femenina
evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

. SNP . AB0Y EP128 EP1P EP43 EP53 EP8S F473 PB13(% Alelos® No* Ef_e_ctod Valor-p¢  Rf
significativo aditivo
S2 216600055 N T N T T N C N T/IC 326/45 0,074 1,82E05 0,051

S2_216600070
S3_156634936
S4_230352112

N CIT 326/45 0,074 1,82E05 0,051
A
N
S4_23125536 G
A
G

G/A  84/282 0,057 2,37E05 0,046
C/IA 168/88 0,062 1,28605 0,077
C/G 145/192 0,052 1,74E05 0,053
S4_231255539 G/A  146/191 0,052 1,65E05 0,053
S4 231255542 A/G  146/191 0,052 1,65E05 0,053
S8_71975885 G G G N N N G G G/A  200/75 0,069 3,67E06 0,076

>0 > >0
>0 0 Z>» 2
Z2zZ2Z0>»0
Z2zZz2zZ20>»0
zZ2zZ2Z>» 02
>0 O o0z 4
>0 0 Z2>» =2

a El nimero que antecede y precede al guion bajo indica el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro del cromosoma. °
Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. ¢ Numero de lineas homocigotas para una variante determinada.
El alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo después de la diagonal disminuye el caract er. 9El efecto aditivo
fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media de los homocigotos para el alelo que  aumenta el caracter y la media del homocigoto
que disminuye el caracter. ¢Valores de significacion de los SNP.' Proporcién de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

Tabla 4.29 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y prop orcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al aspecto visual de la planta dos meses después de la
floracion femenina evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

_ SNP A509 EP128 EP1? EP43 EP53 EPS® F473 PB130 Alelos® No¢  ClectO
significativo aditivo

Valor-p¢  Rf

S3_8974495 C C T/C 88/261 0,16 9,06E06 0,055
S3_9038739 G A/G 63/172 0,20 5,67E06 0,088
S6_32458889 G C/G 36/265 0,24 9,09E06 0,066
S6_32895791 C T/IC 30/286 0,25 11,6905 0,057
S6_32895795 G C/G 30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895804 A T/IA  30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895805 A G/A 30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895806 T C/T 30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895807 A C/A  30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895812 A C/A  30/286 0,25 11,6905 0,057
S6_32895814 A G/A 30/284 0,25 1,75E05 0,056
S6_32895817 G T/IG 30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895818 A G/A 30/286 0,25 1,69E05 0,057
S6_32895819 A C/A  30/286 0,25 11,6905 0,057

C

c

G

G

C

A

A

Cc

A

A

N

N

O
pd
(@}
2
—
2

S6_32967880 A/C  32/292 0,24 1,53E05 0,054
S6_32967890 T/IC  32/273 0,24 1,40E05 0,057
S6_3269296 A/G 37/323 0,22 2,16E05 0,048
S6_33178982 AIG  25/278 0,26 2,17E05 0,059
S6_33192007 T/C  34/207 0,23 2,32E05 0,070
S6_33434028 G/A  39/375 0,22 1,08205 0,046
S6_33623678 T/A  31/261 0,25 1,26E05 0,062
S6_34123871 T/C 36/350 0,22 2,11E05 0,048
S6_34221026 G/A 32/373 0,25 3,60E06 0,052
S6_56810498 G/A  69/276 0,17 2,35E05 0,051
S7_127890381 G/A 20/227 0,31 5,54E06 0,081
S9_ 153511263 AIG 18/283 0,31 9,49E06 0,064
S10_2034863 T C/T  43/269 0,21 1,46E05 0,062

Q> 0>22>0Z20002Z22Z22Z22222Z200
OHZZ>rT02>22>2000002>»2>02>»2>»2>»A2>2>»00022
O>r>>0OP>PrPZ2ZZ0Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z222Z22Z2027Z2
Z2r>P00 4460 -4>»>» 42> 060-0000606-40-400
2Z2r»r2Z2022Z202222222222222Z222Z>
>Z 02222 2>2000002>»2>02>»2>2>A2>2>0002Z2
OHZZrT0>2>2000002>»2>202>»2>»2>»-A2>2>»0000

—
=z
0O
2
—
—
—

a El nimero que antecede y precede al guion bajo indica el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro del cromosoma.
Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. ¢Numero de lineas homocigotas para una variante determinada.
El alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo de  spués de la diagonal disminuye el caracter. 9El efecto aditivo
fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media de los homocigotos para el alelo que aumenta el caractery lamed ia del homocigoto
que disminuye el caracter. ©Valores de significacién de los SNP. Proporcién de la varianza fenotipica explicada por el SNP.
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Gréfico 4.11 Resultados del GWAS para el caracteraspecto visual de la planta en floracién femenina (A) y dos
meses después de la floracién femenina (B), en una poblacién multiparental . Cada punto representa los valores-
p de los 224363 SNP probados en el analisis. Los puntossobre la linea roja representan los SNP significativamente
asociados con el aspecto visual de la planta para cada cromosoma del genoma de maiz.

4.2.11 Haplotipos del QTL para losSNPsignificativos asociados al aspecto visual

de la planta

Para el caracter aspecto de planta evaluado dos meses después de la floracion se detectaron
cuatroSNPimportantes, de los cuales dos fueron localizados en el cromosonao3y los
cromosomas 6 y 10, respectivamente; los tres pring¥&correspondieron a tres bloques de
ligamiento, es decir se identificaron tres QTL; el cuarto QTL estuvo formado solamente por el
SNP individual. El efecto aditivo tedrico de los QTL odadintre 0,2 y 1,4 (en valores de
calificacion de la escala8). El haplotipo favorable de los tres primeros QTL estuvo presente
en el 22,2, 22,4y 52,4% de las lineas evaluadas (Tabla 4.30; Grafico 4.12).

84



RESULTADOS

so| ap odnouab |a
ap ewins | ap eynsal anb ‘feas oAlipe 0195y J @ ‘ouaiweb || ap anbojq [9 ua SoARIIUBIS NS SO| SOP0) 8P SOAIPE S01J948 SO| AP BWNS | ap e)nsal anb ‘021103} OAIIPe 0103)9 |ap
olorewNS|=y J @ ‘So|9e SOS 8 BAJ|| IS OAllIPE 0199)3 |8 aAnuiwsip anb odnojdey = QH  !So|9je SOSa BAJ|| IS OAlIPe 0129)9 |9 rluawaioul anb odnojdey = 4H (qdy)71LO 19p ovewel = 1101

‘sajejuared

Ua opeseq OAlIpe 0193)3 = dVv3 ‘uoloe|qod B| epo] ap [e1o0l olpawoid [ap sopelsal A owaiwebl ap anbojq [ Ud soAITRIYIUBIS NS SO| SOPO0) 8P SOARIPE S0103)3 SO

z'o 20 20 1 o} 0 0‘0 00 0‘0 0‘zo ] 0‘zo 00 0‘0 €987£02 0TS €98+¥€0Z 0TS
V1¥VYOD 109VDLD Y6v082/579S _
00 20 L0 VOLIVVYID 9OVIOWVYlD T €0-‘T0- 0‘€0 7'0- z2'o‘e'o ¥'0- ¥7'0- ‘€'0- ¥'0- ‘€'0- ¥'0- - — 8670T89S 9S
1626089S 9S
_ , , OOLL 99l . e i o e . . _ . TES2r06 €S -
€0 L0 60 91192090 JVIOLVLID L T0-¥0 TO0-€0 TO90 ¢O-TO C¢O0-TO TO ¢O T0- ¢00 v00 6THSE06 5SS 6€.8E06 €S
1 ] g Lo 220 - o G g - - oy - 1 /8T9/68 €S -
TO 80 7T VOLVYVOD VIOOOVL /8 L0-2¢0 LO-¥0 ¢0S0 90-TO- LO-TO- ¢0- 70 ¢O-TO- 80~ 2988888°€S S67v.68 €S
V1019VD 9910901
oetdad eLvd 98d3 €5d3 €vd3 L1d3 G2Td3a 605V sojueanbuey  oaedubis
dvd vide v3ae aH 4H 1101 R A
selo)uaboid seau) | Se| us OAlIPE 019 a)o [9p oBuel 0 OAlIPE 0199)3 peareiN dNS
‘T¢Sd3
feuatedninw ugioejgod e| U openeAa ‘euluawsa) ugloelol} e ap sandsap sasaw sop eiue|d e| ap [ensiA 010adse [e sopeloose ajuawennealiubls NS ap odnib
0 dNS eped eled 001 031 OAIpE O 109J9 |op ouolewns ‘ejue|d e| ap [ensiA o01oadse |8 rvluawalioul anb odinojdey |ap [eal oAlIpe 0109)9 9P oLoYewns ‘aAnulwsip

anb odnojdey ‘eluswaioul anb odnojdey ‘7110 |9p pnubuo] ‘sajelualed so| ap oAnipe 0108)9 ‘ojuaiwebl] ap anbojq |ap sajueanbue)) salopedtelN 0S¥ Blgqel

85



MARLON BRAINER CAICEDO VILLAFUERTE

248
222
_ GCGCCTAGCAATCTCC .122
Q GCGCTGGGAAGGTCCC .099
GCGCTGAGCAATCTCT .086
GCGCTGGTAGGGTCTC .067
GCGCTGAGCAATCTCC .062
GCACTGAGCAATCTCC .0LS
GCGCTGGTAGGGTCCC .012
ETTATOROTES o - -
oA
OTL2 -
GTTGTTATATC 214
GTTGTTATTGG .08 7
CGTGATATTTG .0Oa6
CGTGTTATTGG .04 7
CGTATCACTGGE .01
524
U459

OTL3

g = = m‘ — — & < 4
Block 1 (0 kb) Block 2 (0 kb) Block 3 (0 kb)
220 221 222
13
a8
15 18
61
3]

86

Gréfico 4.12 QTL identificados, SNP significativos (flechas azules), bloque y desequilibrio de ligamiento y
haplotipos de los QTL para el caracter aspecto visual de la planta dos meses después de la floracién

femenina. El desequilibrio de ligamiento fue medido como

r2 entre pares de SNP (color blanco corresponde

a r2 = 0; sombreados de gris = 0¢2<1 y color negro r2 = 1). Los haplotipos que incrementan el caracter,
estan resaltados de color verde; mientras que los que disminuyen el caracter estan resaltados de amarillo.
Los alelos que no coinciden con el haplotipo total (que inc rementa o disminuye el caracter) estan subrayados

con linea roja.



RESULTADOS

4.2.12 Genes candidatos pr SNP significativamente importante asociado al

aspecto de planta

Se encontraron diez genes candidatos adyacentesSiNasociados al aspecto de la
planta dos mese®sdpués de la floracion femenina que se detallan en la tabla 4.31.

Tabla 4.31 Cromosoma, marcadores flanqueantes, genes candidatos para los SNP asociados
significativamente al aspecto de la planta dos meses después de la floracion femenina evaluados en la
poblaciéon multiparental EPS2 1.

SNP significativo ~ Marcadores Genes y posicion en el L
(cromosoma) flanqueantes genoma (B73 RefGen_v2) Descripcion en la base de datos TAIR
Zm00001D39566

(S3. 888755553 _8885747) (HSP17.611) 17.6 kDa class Il heat shock protein

A single copy gene that encodes a protein with
sequence similarity to tomato E8 (ACC oxidase, the
last step in ethylene biosynthes is) involved in

(ngrgga%ag;gg 38%58;238) ethylene synthesis and fruit ripening in tomato. This
S3 8888862- - - gene is not induced by ethylene in siliques. The
S3_8974495  S3 8976187 transcript is found in siliques, etiolated seedlings,
S3 9038739 leaves, stems and flowers.
3) S3 9035419-
Zm00001d039578 -
S3.9042531 (S3. 9037860S3_9042655) histidyl -tRNA synthetase
Zm00001d039579 phd34 - PHDtranscription factor 34,
(S3_9045175S3_9047443) RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein
cabpl5 - CCAATHAPStranscription factor 515,
Zm00001d039581 nuclear factor Y, subunit C13
(S3_9072834S3_9073771)
A member of ARF GAP domain (AGD), A thaliana has
GRMZM2G306677 .
(S6. 5681589556_56820763) 15 members, grouped into four classes.
Homeodomain protein required for ovule identity.
Loss of function mutations show homeotic
S6 56810498 568092916 conversion of integuments to carpels. Forms
— ©6) 5 57280494 heterodimers with STM and KNATL1. Interacts with
Zm00001d035907 AG-SEP heterodimers is thought to restrict WUS
(S6_56969090S6_56972316) expression. BEL interacts with MADS box dimers
composed of SEP1(or SEP3) and AG, SHP1, SHP2 a
STK. The interaction of BEL1 with AG-SEP3 is
required for proper integument development and
specification of integument identity.
Zm00001d023261 . . .
(S10_ 2008922510 2010657) Nucleotide -sugar transporter family protein
S10_ 2034863 Zm00001d023262 brk3 - brick3, (GRL, NAP1, NAPP) transcription
(10) S10_2034863 (S10_2011814S10_2017183)  activators

glutamine -fructose -6-phosphate transaminase that
likely plays a role in UDP-N-acetylglucosamine
biosynthesis.

Zm00001d023263
(S10_2039154510_2041723)

4.2.13 SNP significativos asociados a la disminucién diaria del indice de clorofila

Se identificaron 2&NPsignificativamente asociados a la disminucion diaria del indice de
clorofila, de ellos ocho fueron localizados enrehcosoma 1, cuatro en el 4, uno en el 6, ocho
enel 7, dos enel 8 ytres en el 10 (Tabla 4.32; Grafico 4.13 A). Diez de3dpdzBesentaron
alelos de mayor frecuencia en los diferentes cromosomas que favorecieron la disminucién diaria
del indice de clmfila, mientras que los 186NP restantes retardaron dicha disminucion del
caracter. La proporcion de la varianza fenotipR3 éxplicada por cada SNP oscilé desde
0,042 hasta 0,078. Los efectos aditivos variaron entre 0,40 y 0,63 (Tabla 4.32).
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Tabla 4.32 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado a la disminucién diaria del indice de clorofila evaluados
en la poblacion multiparental EPS21.

. SNP . AS0P EP123 EP1? EP43 EP53 EP86 F473 PB13% Alelos® Nc® Ef_e_ctod Valor-p® Rf
significativo aditivo

S1_11992932 G G/A  343/95 0,049 1,30E05 0,044
S1_14033579 G G/A  302/119 0,049 2,34E06 0,053
S1_ 14166111 G C/G 192/234 0,040 1,61E05 0,044
S1_16783629 C C/T  327/117 0,046 8,11E06 0,047
S1_16783659 G G/A  327/117 0,046 8,11E06 0,047
S1_17669819 T G/T  118/194 0,051 7,34E06 0,061
S1_17669835 C A/C  117/194 0,052 5,34E06 0,063
S1_164639070 A TIA 89/292 0,052 1,94E05 0,049
S4_170805517 N G/A  171/94 0,052 2,02E05 0,071
S4_170805550 N AIG 176/90 0,053 1,63E05 0,072
S4 203646358 N A/IG  102/158 0,053 1,71E05 0,078
S4_216657677 N T/IC  147/177 0,047 1,40E05 0,059
S6_163977267 G A/G  150/134 0,049 1,63E05 0,062
S7_130081844 A G/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050

A

A

A

A

A

C

Cc

T

G

C

Cc

®
>
>
>
®
®
®

S7_130081845 G/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081846 C/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081847 C/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081848 T/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081849 C/A  167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081851 T/IC 167/205 0,043 1,71E05 0,050
S7_130081859 T/C 167/205 0,043 1,71E05 0,050
S8_154733091 TIC 241/63 0,063 6,66E06 0,066
S8 154733107 G/A  241/63 0,063 7,38E06 0,065
$10_132035731 T/C 100/201 0,050 2,34E05 0,060
S10_135801457 G/C 104/291 0,049 8,98E06 0,053
S10_146644328 C C/T  313/128 0,042 1,99E05 0,042

O 4Z2Z2002>»2>22>22>22>22>20Z202>»02»rZ2Z20000
O0Zoa-4002>»2>»2>22>2>22>20-1002>»2>2Z2Z20000
Qor»r 04404000600 4A2>2>»0>»04>» 40 >
0OzZZ2ZzZ2002>»2>2>2>22>2>0Z2Z2Z2Z2>»0-90000
O 4Z2Z4d-40 4000606 244>»Z2Z2Z>»2>»00000
O-4o0-d4zzzzzzzZ2zZz>»r02z2z2zZ24404>» 460 >
OO0 400>»>»2>2>22>22>22>200Z2Z2>»0-90000

(@]
4
(@]
(@]
(@]
(@]

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. ° Alelos de los parentale s obtenidos de las bases de datos originales dd genotipado. © Nimero de lineas
homocigotas para una variante determinada. El alelo antes de la diag onal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. ©Valores de
significacién de los SNP. ' Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

4.2.14 SNP significativos asociados a la disminucion diaria de la fluorescencia

clorofilica minima

Se identificaron 21SNP significativamente asociados a la disminucion diaria de la
fluorescencia clorofilica minima, de los cuales 20 fueron localizados en el cromosoma 3 y uno
en el cromosoma 5 (Tabla 4.33; Gréfico 4.13 B). La mayori@Nié con alelos de mayor
frecuencia en loslos cromosomas retardaron la disminucion diaria de la fluorescencia
clorofilica minima. La proporcion de la varianza fenotipR? éxplicada por cada SNP oscild
desde 0,047 a 0,077. Los efectos aditivos fluctuaron entre 0,13 y 0,24 (Tabla 4.33).
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Tabla 4.33 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado a la disminucion diaria de la fluorescencia clorofilica
evaluados en la poblacién multiparental EP  S21.

_ SNP \509 EP128 EP1P EP43 EP53 EP8§ F473 PB130 Alelos® Ng  Clecto
significativo aditivo

Valor-p¢  R¥f

S3_164978166 G C N C C N C N C/G 150/119 0,15 9,03e06 0,077
S3_200700872 A A N A A C A A C/IA  52/356 0,18 11,1505 0,047
S3_200877582 G G N G G A N G AIG  45/281 0,19 1,54E05 0,057
S3_201049765 A A N A N G A A G/A  44/321 0,19 1,94E05 0,050
S3_201049777 A A N A N G A A G/A  44/321 0,19 1,94E05 0,050
S3_201049786 A A N A N G A A G/A  44/321 0,19 1,94E05 0,050
S3_201538092 A A G G A G A A G/A 120/281 0,13 7,83E06 0,050
S3_201538103 A A G G A G A A G/A  124/260 0,14 1,70E06 0,060
S3_201538104 C C T T C T C C T/C 120/281 0,13 7,83E06 0,050
S3_201538113 A A G G A G A A G/A  120/281 0,13 7,83E06 0,050
S3 201538222 G G N N G G G G T/G 77/275 0,17 1,36E06 0,066
S3_206319665 T T N T N C T N CIT 45/246 0,19 9,92E06 0,070
S3_207022252 N G N G N N G G AIG  49/303 0,19 3,43E06 0,064
S3_208613140 C C C C T C N N TIC 36/285 0,20 1,67E05 0,054
S3_208904821 C N N C N G N C G/IC  26/223 0,24 1,28605 0,076
S3_208904825 A N N A N G N A G/A  26/219 0,24 1,41E05 0,076
S3_208904958 G G N G G A G G AIG  33/349 0,22 8,87E06 0,053
S3_208904976 C C N C C T C C TIC 33/349 0,22 8,87E06 0,053
S3_209724807 N T N T C N T T CIT  47/228 0,18 2,37E05 0,070
S3_223086559 A A N A N G N A G/A  18/247 0,28 1,00E05 0,073
S5 212693257 T T T T T A N N TIA 269/27 0,25 3,27E06 0,074

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisica del SNP (pb) dentro
del cromosoma. P Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. © Numero de lineas
homocigotas para una variante determinada. H alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ¢El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homaocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. € Valores de
significacién de los SNP. " Proporcién de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

4.2.15 SNP significativos asociados a la disminucion diaria del rendimiento

cuantico maximo del fotosistema Il

Se detectaron treSNP significativamente asociados a la disminucion diaria del
rendimiento aantico maximo del fotosistema Il, de ellos uno fue localizado en el cromosoma
1 y dos en el cromosoma 3 (Tabla 4.34; Grafico 4.13 C). En el cromosoma 1 el SNP con el
alelo de mayor frecuencia favorecié la disminucion de dicho caracter; mientras que en el
cromosoma 3 los alelos de mayor frecuencia de losSiNR identificados retardaron la
disminucién diaria del maximo rendimiento del fotosistema Il. La proporcién de la varianza
fenotipica R?) explicada por cada SNP fluctu6 desde 0,053 hasta 0,077. lobsseelitivos
oscilaron entre 1,30y 1,88 (Tabla 4.34).
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Tabla 4.34 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado a la disminucién diaria del rendim iento cuantico maximo
del fotosistema |l evaluados en la poblacién multiparental EPS21.

signiﬁ(':\la'fivoa AS509 EP128 EP1? EP43 EP53 EP8§ F473 PB130 Alelos® No° ;Lfl%’d Valor-p* R
S160808272 G G N N G G G G GT 19732 188 218805 0,077
S3201538222 G G N N G G G G TG 77275 1,30 1,54E05 0,053
$3207022252 N G N G N N G G AG 49303 151 177605 0,054

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo indica el nimero del cromosoma y la posicién fisica del SNP (pb) dentro del
cromosoma. ® Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales del genotipado. ¢ Namero de lineas homocigotas
para una variante determinada. H alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo después de
la diagonal disminuye el caracter. 9 El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media de los
homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter.  © Valores de
significacion de los SNP. ' Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.

4.2.16 SNP significativos asociados a la disminucion diaria del aspecto visual de la

planta

Se identificaron SNP significativamente asociados a la disminucién diaria del aspecto
visual de la planta disbuidos en los cromosomas 1, 2, 3, 7, 9 y 10 (Tabla 4.35; Grafico 4.13
D). Todos losSNP con alelos de mayor frecuencia en todos los cromosomas retardaron la
disminucion diaria del aspecto visual de la planta. La proporcion de la varianza fenBfipica (
explicada por cada SNP vario desde 0,062 a 0,103. Los efectos aditivos fluctuaron entre 0,003
y 0,005 (Tabla 4.35).

Tabla 4.35 Variantes alélicas, efecto aditivo, valores de significacion p y proporcion de la varianza fenotipica
explicada por cada SNP significativamente asociado al aspecto visual de la planta en floracion femenina
evaluados en la poblaciéon multiparental EPS21.

_ SNP  As0g EP125 EP1? EP43 EP52 EPSS F473 PB130 Alelos® No¢ € valorpe R
significativo aditivo
S15283%72 C C N C C C N C AC 38202 0004 48lE06 0,062
S2 179451171 N N N N N T N N  T/C 49/190 0,004 1,37E05 0,069
S389744995 C Cc N C N T N C TIC 88261 0,003 297E06 0,064
S3903873¢ G G N N G A N G AG 63172 0,004 1,33E06 0,103
S7127890381 N A N A A N N N  GIA 20227 0,005 1,35805 0,078
S9 153511263 N G G G N N A G  AG 1828 0,005 1,23E05 0,062
S10 2034863 T T N c N T T T CT 43269 0004 6091506 0,066

2 El nimero que antecede y precede al guion bajo, indican el nimero del cromosoma y la posicion fisic a del SNP(pb) dentro
del cromosoma. ® Alelos de los padres, obtenidos de las bases de datos originales de genotipado. © Nimero de lineas
homocigotas para una variante determinada. E alelo antes de la diagonal aumenta el efecto del caracter mientras que el alelo
después de la diagonal disminuye el caracter. ®El efecto aditivo fue calculado como la mitad de la diferencia entre la media
de los homocigotos para el alelo que aumenta el caracter y la media del homocigoto que disminuye el caracter. ¢ Valores de
significacion de los SNP.' Proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP.
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“Log10(F-value)

Cromosomas

Cromosomas Cromosomas

Gréfico 4.13 Resultados del GWAS para ds caracteres disminucién diaria del indice de clorofila (A), de la
fluorescencia clorofilica minima (B), del rend imiento cuantico maximo del fotosistema Il (C) y del aspecto visual
de la planta (D), en una poblacién multiparental . Cada punto representa los valores-p de los 224363 SNP probados
en el andlisis. Los puntos sobre la linea roj a representan los SNP signifiativamente asociados con los caracter es
mencionados para cada cromosoma del genoma de maiz

4.3 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE LINEAS PURAS DE MAIZ DURANTE LA
SENESCENCIA

El objetivo del presente estudio fue profundizar en los mecanismos genéticoggitiem|
relacionados con la senescencia del maiz. Para ello se empleé la tedRblagieqcon la
que se examinaron los perfiles de expresion génica en siete momentos durante la senescencia
natural, desde la floracion femenina y cada 15 dias despuémidgria, utilizando siete lineas
puras de maiz templado. Ademas, se compararon los datos fenotipicos Yy fisiolégicos con los
perfiles de expresion para determinar la relacion de sus tendencias.

4.3.1 Evaluacion fenotipica de la senescencia

Las medidas del indiceectlorofila, fluorescencia clorofilica minima y tasa fotosintética
de la planta han sido utilizadas para identificar genotipos con senescencia retrasada o SG. En
el presente estudio, utilizamos estos rasgos para determinar el comportamiento de siete lineas
puras de maiz durante la etapa de senescencia. Las lineas de senescencia temprana (ES) a:
como las lineas de senescencia media (MS) y tardia (LS) mostraron un patron de senescencia
similar, diferenciandose solamente por el momento en el que teniadtearaceso (Grafico
4.14).

Los promedios del indice de clorofila y de la tasa fotosintética se redujeron gradualmente
desde los 15 dias después de la floracion femenina (ddff) en todas las lineas. La reduccion fue
mas drastica en ambos caracteres a lati&)antes de la senescencia (DAS), momento en el
gue presentaron valores de cero, excepto la linea PHW79 que aun a los 90 DAS mostré valores
cercanos a 40 para el indice de clorofilangrol CO, - m? - s para la tasa fotosintética (Tabla
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4.36; Grafio 4.15 A y B). Los valores mas altos de fotosintesis fueron observados a los 15
DAS en todas las lineas.

Por otro lado, la fluorescencia clorofilica minima fue similar hasta los 45 y 60 ddff en las
lineas ES y MS, respectivamente. A partir de estos mosyeiteendimiento cuantico maximo
del fotosistema Il (F¥Fm) sufrid una disminucién considerable, llegando a cero a los 60 y 90
ddff, a excepcion de la linea PHW79 que mostré un valor entre-0,800 a los 90 ddff (Tabla
4.36; Grafico 4.15 C).
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Tabla 4.36 Medias y desviacion estandar de tres caracteres fenotipicos evaluados durante la etapa de la
senescencia en siete lineas puras de maiz templado.

indice de clorofila

Lineas
FF 15 ddff 30 ddff 45 ddff 60 ddff 75 ddff 90 ddff
NC292 52,4+ 3,0 50,1 £6,2 27,4+ 4,6 24,4 +2,8
PHBB3 59,8 + 3,0 49,4 £ 6,2 39,5+4,6 33,2+2,8
PHT10 63,9 £ 3,0 63,2 £ 6,2 56,3+4,6 47,0%+2,8 22,8+ 3,3
PHW52 65,7 + 3,0 62,7 £6,2 44,7 £ 4,6 33,9+2,8 31,8+3,3 59+28
PHHB9 73,5+ 3,0 66,7 £ 6,2 63,6 £4,6 57,2+2,8 52,6+3,3 154+2,8
PA8637 53,7 £3,0 56,6 £6,2 450+4,6 42,7+2,8 29,7+ 3,3 14,6 £ 2,8
PHW79 69,3+ 3,0 64,7 £6,2 68,6 £ 4,6 61,8+28 587+33 43,0+ 2,8 36,5+0,7
Lineas Rendimiento maximo del fotosistema Il
FF 15 ddff 30 ddff 45 ddff 60 ddff 75 ddff 90 ddff
NC292 0,740 £ 0,006 0,706 +0,011 0,687 £0,012 0,646 £0,008 0,015 £0,023
PHBB3 0,752 +0,006 0,750+0,011 0,732+0,012 0,681 +0,008 0,015 0,023
PHT10 0,762 + 0,006 0,755+0,011 0,746 +£+0,012 0,670+0,008 0,443 +0,023 0,015+0,166
PHW52 0,771 +0,006 0,805+0,011 0,765+0,012 0,740+0,008 0,718 +0,023 0,346+0,166 0,015 +0,014
PHHB9 0,780+0,006 0,785+0,011 0,777 +0,012 0,765+0,008 0,750+0,023 0,366+0,166 0,015 +0,014
PA8637 0,762 +0,006 0,742+0,011 0,737 +0,012 0,686+ 0,008 0,684 +0,023 0,433+0,166 0,015+0,014
PHW79 0,779+0,006 0,803+0,011 0,770+0,012 0,760+0,008 0,752+0,023 0,728+0,166 0,658 + 0,014
Lineas Tasa fotosintética (umol CO, - m2 - s1)
FF 15 ddff 30 ddff 45 ddff 60 ddff 75 ddff 90 ddff
NC292 18,7+1,1 17,6 £ 1,9 130+1,2 4,8+14
PHBB3 23,3+1,1 26,3+1,9 14,1 +1,2 51+£1,4
PHT10 21,2+1,1 220+1,9 18,6 +1,2 12,5+ 1,4 56+18
PHW52 243+1,1 24,4+1,9 195+1,2 149+1,4 14,8+ 1,8
PHHB9 22,6+1,1 196 +1,9 191 +1,2 17,3+ 1,4 11,4 +1,8 0,2+2,1
PA8637 169 +1,1 17,6 + 1,9 16,2 +1,2 12,7+ 1,4 94+1,8 1,4+2,1
PHW79 199+1,1 19,8+ 1,9 18,7+1,2 152+1,4 18,8+ 1,8 8,8+21 55£0,7
FF= floracién femenina, ddff= dias después de la floracién femenina
A B C
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Gréfico 4.15 Senescencia basada en caracteres fenotipicos de siete lineas puras de maiz templado. Decrecimiento
promedio durante la etapa de senescencia del contenido de clorofila (A), de la tasa fotosintética (B) y del
rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (C).
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4.3.2 Identificacion de genes diferencialmente expresados (GDEs) sobre

multiples puntos de tiempo

El nimero total de genes contados por lidesde la floracion femenina hasta la
senescencia vario de 31158 a 44474. Como se explico anteriormente, los GDES con respecto a
la floracion son aquellosquefue n est ad?2sticamente sigwmpi ficati
o down respectivamente); bajo este contexto, se encontraron en cada linea entre 5397 a 9290
GDES, observandose un promedio general de 7430 (Tabla 4.37). Entre el 52 y el 59% de los
genes mosaron expresion sobre regulada (del ingipsegulated, mientras que entre el 40 a
47% fueron sub regulados (del ingt#svn regulatelly de 0,5 a 1,7% presentaron expresion
variable (es deciyp o down regulatedn diferentes momentos) en todas lasdé Los genes
variables dentro de las lineas se descartaron para los andlisis posteriores.

Tabla 4.37 Numero total de genes por linea y porcentaje de expresion de los genes
diferencialmente expresados (GDES) respecto a la floracion femenina en siete line as puras de maiz

templado.
Lineas GDEs
Total % Upregulated % Downregulated % variables

NC292 7620 53 46 0,8
PHBB3 7929 59 40 1,7
PHT10 5397 56 44 0,5
PHW52 9290 55 43 1,7
PHHB9 8552 55 45 0,5
PA8637 6062 52 47 1,6
PHW79 7160 54 45 0,8
Media 7430

Para determinar los GDES comunes entre lineas se introdujeron todos los datos de cada linea
en un unico archivo de datos. Un total de 14190 genes se expresaron en al menos una linea
durante el proceso de senescencia, incluyendo 7411 y 6779 geryesown regulated
respectivamente. De estos genes, 1671 se expresaron en comun en todas las lineas evaluadas
(siete lineas), incluyendo solamente 1083 gemesegulatedy 588 geneslown regulated

(Tabla 4.38).

Tabla 4.38 GDEs comunesup y down regulated identificados entre todas las lineas evaluadas

Ndmero de lineas GDEsComunes
puras de maiz Up-regulated Downrregulated
Siete 1083 588
Seis 729 508
Cinco 689 496
Cuatro 666 664
Tres 874 873
Dos 1057 1175
Una 2313 2475
Total 7411 6779

En generalse observo que en las lineas MS y LS aumento el nimero de GDEsiptaoitoo

down desde los 30 ddff. Por el contrario, en las lineas ES el incremento se produjo a partir de
los 15 ddff. El mayor aumento de los GDEs en todos los casos ocurrid entré048djf
(Grafico 4.16).
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Grafico 4.16 Numero de GDEs en cada punto de tiempo durante la etapa de la senescencia, identificados en
siete lineas puras de maiz templado. Genes down regulated (A), genes up regulated (B).

Al clasificar los GDEs, utilizado como criterio las variables ordenadas y expresadas en tiempo
con respecto a la senescencia, se detectaron un total de 236 y 123 genes coupigitonas

entre lineas (Tabla-# A-Il). EIl mayor niumero de genes fue observado a los 45 dias antes de
la senescencia (DBS), con 108 y 82 gamegdownregulated, respectivamente (Tabla 4.39).

Tabla 4.39 GDEs consistentes up y down regulated identificados entre todas las lineas evaluadas
y clasificadas de acuerdo al tiempo con respecto al momento de senes  cencia.

Dias antes de la GDEs consistentes
senescencia (DBS) Up-regulated Down-regulated
senescencia 0 0
15 32 17
30 17 8
45 108 82
60 76 14
75 3 2
Total 236 123

Por otro lado, al realizar el analisis de rutas dindmicas aplicando el progéSegHMM se
identificaron 220 y 141 genes consistentpy downque mostraron una probabilidad > 0,5 de
presentar un perfilp-up-up o downdownrdownen cinco o mas lineas (Tabla 4.40]I1A A -
IV). En este estudio, nos centramos en el andlisis de Idsdésies comunes (108p y 588
down regulatey] asi como en los 359 genes denominados consistentesi{33623 down
regulated.
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Tabla 4.40 Numero de genes consistentes por linea y entre lineas (por lo menos en 5 lineas) en
funcién de sus perfiles de ex presion.

. Perfiles de expresion
Lineas puras

Up-Up-Up Down-Down-Down
NC292 325 172
PHBB3 411 140
PHT10 708 387
PHW52 645 455
PHHB9 651 398
PA8637 171 211
PHW79 368 256
Genes consistentes (en 290 141

cinco o0 mas lineas)

4.3.3 Ontologia de genes y andlis de enriquecimiento de rutas

La ontologia genética (GO) define las clases utilizadas para describir la funcién del gen y
clasifica estas funciones en tres categorias: proceso bioldgico, funcion molecular y componente
celular.

Inicialmente, se realiz6 uanalisis GO de los GDEs comuneg (y down regulatej
(Gréfico 4.17) utilizando la plataforma BGI WEGQe et al, 2006) En la plataforma
PlantRegMap se detectaron 353 y 210 términos de GO a partir de 588 y 1083 GDEs comunes
downy up (Tabla 4.41, 4.42A-V, A-VI). Los geneslownse asociaron principalmente con la
fotosintesis, mientras que los gengsse asociaron directamente con procesos cataliticos y
metabolicos. En el analisis GO (plataforma BGI WEGO) utilizando los 588 GDEs comunes
down regulatedse identificaron en total 29 términos GO en tres ontologias, de los cuales 9, 3y
17 correspondieron a componentes celulares, funciones moleculares y procesos bioldgicos,
respectivamente (Grafico 4.17). En el caso de los GDEs comprregulated 1083 gens),
se encontraron 31 términos GO, de estos 7, 5y 19 correspondieron a componentes celulares,
funciones moleculares y procesos biologicos, respectivamente (Gréfico 4.17). Las diferencias
observadas entre los gergmsvny up radican en gue los gendewnactan en procesos de
envoltura, captacion de la luz en la membrana, transporte de sustancias y en el sistema inmune;
mientras que los genep se enfocaron en procesos de transporte de electrones, regulacion de
la traduccién del reservorio de nutrientethesion biologica y muerte (Grafico 4.17).

® Up genes M Down genes 482

Percent of genes
NG
Number of genes

Cellular Component Molecular Function Biological Process

Gréfico 4.17 Términos de ontologia genética identificada en tres categorias a partir de 588 y
1083 GDEs comunesip y down, usando la Web Gene Ontology Annotation Plotting (BGI WEGO)
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Tabla 4.41 Principal es términos de enriquecimiento de

ontologia genética identificados a partir de 588

genes down regulated durante la senescencia de lineas puras de maiz templado, usando la plataforma

PlantRegMap.

GO ID Términos de enriquecimiento p-value Aspect
GO0:0015979 Photosynthesis 1,00E30 P
G0:0019684 photosynthesis, light reaction 4,00E26 P
G0:0018298 protein -chromophore linkage 1,40E23 P
GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 2,40E17 P
G0:0009765 photosynthesis, light harvesting 2,60E14 P
GO0:0009642 response to light intensity 5,30E13 P
GO0:0009628 response to abiotic stimulus 1,60E11 P
G0:0009416 response to light stimulus 2,50E11 P
GO0:0009314 response to radiation 6,60E11 P
GO0:0009767 photosynthetic electron transport chain 1,70E10 P
GO0:0050896 response to stimulus 2,20E10 P
G0:0009768 photosynthesis, light harvesting in photosystem | 1,00E-09 P
GO0:0009645 response to low light intensity stimulus 5,30E09 P
G0:0009644 response to high light intensity 1,20E08 P
G0:0009409 response to cold 7,00E08 P
GO0:0009266 response to temperature stimulus 1,60E07 P
G0:0010207 photosystem Il assembly 3,10E07 P
G0:0044710 single-organism metabolic process 8,20E-07 P
G0:0022900 electron transport chain 1,10E06 P
G0:0010218 responseto far red light 2,10E-06 P
G0:0042440 pigment metabolic process 3,00E-06 P
G0:0015995 chlorophyll biosynthetic process 4,50E06 P
G0:0009735 response to cytokinin 4,90E06 P
G0:0046148 pigment biosynthetic process 5,40E06 P
G0:0042221 response to chemical 7,20E06 P
G0:0055114 oxidation -reduction process 9,40E06 P
GO0:0009725 response to hormone 1,80E05 P
G0:0015994 chlorophyll metabolic process 2,10E05 P
GO:0006779 porphyrin-containing compound biosynthetic process 3,70E-05 P
GO0:0010033 response to organic substance 4,00E05 P
G0:0042548 regulation of photosynthesis, light reaction 4,40E05 P
GO0:0010114 response to red light 4,60E05 P
GO0:0044699 single-organism process 4,60E05 P
GO:0009719 response to endogenous stimulus 5,20E-05 P
GO0:0010206 photosystem Il repair 5,40E05 P
GO0:0043467 regulation of generation of precursor metabolites and energy 5,90E-05 P
GO:0006778 porphyrin-containing compound metabolic process 9,80E05 P
G0:0016168 chlorophyll binding 4,80E26 F
GO:0046906 tetrap yrrole binding 1,00E10 F

oxidoreductase activity, acting on the CH -CH group of donors,
G0:0016628 NAD or NADP as accgptor ’ o 8,80807 F
GO0:0016630 protochlorophyllide reductase activity 7,50E-06 F
GO0:0016491 oxidoreductase activity 1,40E05 F
G0:0008187 poly-pyrimidine tract binding 6,40E05 F
G0:0008266 poly(U) RNA binding 6,40E-05 F
GO0:0016627 oxidoreductase activity, acting on the CH -CH group of donors 8,20E-05 F
GO0:0009579 thylakoid 1,00E30 C
G0:0044434 chloroplast part 1,00E30 C
G0:0044435 plastid part 1,00E-30 C
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Tabla 4.41 (Continuacién) Principales términos de enriquecimiento de ontologia genética identificados a
partir de 588 genes comunes down regulated durante la senescencia de lineas puras de maiz templado,
usando la plataforma PlantRegMap.

GO ID Términos de enriquecimiento p-value Aspect
GO0:0009534 chloroplast thylakoid 1,00E30 C
G0:0031976 plastid thylakoid 1,00E30 C
G0:0044436 thylakoid part 1,00E30 C
G0:0034357 photosynthetic membrane 1,00E30 C
G0:0009507 chloroplast 1,00E-30 C
G0:0009536 plastid 1,00E-30 C
G0:0042651 thylakoid membrane 1,00E-30 C
G0:0009535 chloroplast thylakoid membrane 1,00E30 C
GO0:0055035 plastid thylakoid membrane 1,00E30 C
G0:0031984 organelle subcompartment 1,00E30 C
G0:0009521 photosystem 1,00E-30 C
G0:0009532 plastid stroma 1,00E-30 C
GO0:0009570 chloroplast stroma 1,00E30 C
GO0:0009522 photosystem | 1,00E30 C
G0:0009941 chloroplast envelope 1,00E30 C
GO0:0009526 plastid envelope 1,00E30 C
G0:0009523 photosystem Il 1,00E-30 C
GO0:0044446 intracellular organelle part 1,60E26 C
G0:0044422 organelle part 1,80E26 C
G0:0031967 organelle envelope 8,40E23 C
GO0:0031975 envelope 1,20E22 C
G0:0010287 plastoglobule 1,80E22 C
G0:0098796 membrane protein complex 2,00E-20 C
G0:0009543 chloroplast thylakoid lumen 8,20E-20 C
G0:0031978 plastid thylakoid lumen 8,20E20 C
G0:0031977 thylakoid lumen 1,30E18 C
G0:0044444 cytoplasmic part 7,70E17 C
GO:0005737 cytoplasm 9,20E15 C
GO0:0009538 photosystem | reaction center 8,30E-13 C
GO0:0043231 intracellular membrane -bounded organelle 1,00E12 C
G0:0043227 membrane-bounded organelle 1,00E12 C
G0:0043229 intracellular organelle 6,00E10 C
G0:0043226 organelle 6,40E10 C
GO0:0009654 photosystem Il oxygen evolving complex 5,10E08 C
GO:00B6622 intracellular 7,50E08 C
G0:0044424 intracellular part 1,00E07 C
G0:0098807 chloroplast thylakoid membrane protein complex 1,50E07 C
GO0:0048046 apoplast 3,30E07 C
G0:0005623 cell 8,00E07 C
G0:0044464 cell part 1,80E06 C
G0:0019898 extrinsic component of membrane 2,30E06 C
G0O:0010319 stromule 3,10E06 C
G0:0043234 protein complex 9,10E06 C
G0:0030093 chloroplast photosystem | 5,20E05 C
G0:0032991 macromolecular complex 5,20E05 C

GO ID= Identificacion de la ontologia genética. P= Procesos bioldgicos. F= Funcién molecular. C= Componente

celular.
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Tabla 4.42 Principales términos de enriquecimiento de ontologia genética identificados a partir de 1083
genes comunes up regulated durante la senescencia de lineas puras de maiz templado, usa ndo la plataforma
PlantRegMap.

GO ID Términos de enriquecimiento p-value Aspect
GO0:1901565 organonitrogen compound catabolic process 2,10E-05 PY
GO0:0003824 catalytic activity 8,70E16 F
GO0:0004497 monooxygenase activity 1,40E07 F
GO0:0016757 transferase activity, transferring glycosyl groups 2,20E-06 F
G0:0016740 transferase activity 3,50E06 F
GO:0004674 protein serine/threonine kinase activity 4,80E06 F
G0:0016491 oxidoreductase activity 8,00E-06 F
G0:0020037 heme binding 9,90E06 F
G0:0005506 iron ion binding 1,00E05 F
GO0:0043565 sequence-specific DNA binding 1,70E05 F
GO:0016705 ?é(clii?:rtie:nug:‘aniiligﬂ\llgbg;g22 on paired donors, with incorporation or 1,90E05 =
G0:0030145 manganese ion binding 2,50E05 F
GO0:0046906 tetrapyrrole binding 4,60E05 F
G0:0031224 intrinsic component of membrane 8,50E08 C
G0:0016021 integral component of membrane 3,50E07 C
G0:0044425 membrane part 3,10E06 C
G0:0016020 membrane 1,50E05 C

GO ID= Identificacion de la ontologia genética. P= Procesos bioldgicos. F= Funcién molecular. C= Componente
celular.

El analisis de términos GO para los genes consistentes a lo largo del tiempo durante el proceso
de senescencia revel6 que los gahmsn regulateddentificados en la etapa denescencia
temprana (floracién femenina a 15 ddff 6 75 DBS) enriquecieron Unicamente para el proceso
biolégico de la fotosintesis. Sin embargo, a partir de la etapa media hasta el final de la
senescencia (15 a 45 DBS) 21 GO en términos de procesosidnslfigeron enriguecidos,
incluyendo la ruta de sefializacion de la luz, respuesta celular a los estimulos de la luz, transporte
transmembrana, respuesta a la radiacion y a estimulos abidticos, procesos celulares y
metabolicos, fotosintesis, biogénesis datginas complejas, pigmentacion y oxiagoluccion.

En el mismo periodo (15 a 45 DBS) en los genesegulatedse detectaron 41 GO en términos

de procesos bioldgicos, incluyendo el transporte de sustancias organicas, proceso metabdlico y
catabolico, procsos biosintéticos, transporte de acidos organicos y carboxilicos; y, movimiento
estomatico (Grafico 4.18).
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Gréfico 4.18 Principales GO en términos de procesos biolégicos identificados en los genes consistentes down y
up durante la etapa media a fi nal de la senescencia (expresado en dias antes de la senescencia, DBR

Analizando en mas detalle los gemsvn regulatecbor grupos, dentro de los procesos
biologicos durante la etapa media a final de la senescencia se observé que los genes de luz roja
y/o rojo lejano, que actian en respuesta al estimulo o a alta intensidad de la luz, se concentraron
en el grupo de la ruta de sefalizacion de la luz; dentro del grupo de procesos metabdlicos se
identificaron genes relacionados con el acido mono carbaxititmhol, generacion de
precursores de metabolitos y energia, glutamato, glutamina, purina, piruvato, nucleétidos de
nicotinamida, nucleétido de piridina, coenzimas de oxidorreduccion, porfirina y nucleésidos
trifosfato; en el caso del transporte transtneama, se encontraron genes implicados en el
transporte de aniones, iones, cationes, acido carboxilico, 4cido organidaa@bxilato,
malato, oxaloacetato e iones metalicos. Por el contrario, en losugenegulated dentro del
grupo de procesos métdicos se identificaron genes implicados en la sintesis de polisacaridos,
proteinas, sustancias organicas, prolina, glutaminaaaifaoacidos; en el grupo del proceso
catabdlico se identificaron genes relacionados con &cidos organicos, acido carboxilic
pequefias moléculas de compuestos Orgéinogenados, compuestos aromaticos, -alfa
aminoacidos y compuestos organicos ciclicos. En el grupo de transporte de sustancias organicas
se detectaron genes relacionados con el transporte de acidos organicosadmdilico,
derivados de carbohidratos y organismos simples.

Con respecto a las funciones moleculares en los gives regulatedse encontraron
genes relacionados con la homodimerizacién de proteinas, el transporte transmembrana de
cationes inorganicomonovalentes, las actividades transportadoras transmembrana de cationes,
asi como la union de proteinas idénticas, iones (calcio, metal) y cationes. En losmenes
regulated las funciones moleculares se centraron en actividades de la proteinateeoimaad
kinasa, UDRglicosiltransferasa, éster fosforico hidrolasa, reservorio de nutrientes, transferasa
(transferencia de grupos hexosilo), transporte transmembrana de sustratos especificos,
monooxigenasa, transaminasa, transporte de derivados de idatozhy actividades de
carboxtliasa; también, lipidos, union de iones (de manganeso, transiciéon de metal y hierro).

En relaciéon con la categoria de componentes celulares en cada momento, los genes
vinculados al plastidio, el tilacoide, el cloroplastb,piastoglobulo y el apoplasto, fueron
identificados dentro de los genes regulados negativamente. Mientras que, en los genes
regulados positivamente, se encontraron genes relacionados con el aparato de Golgi, la
membrana y el peroxisoma.
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4.3.4 Prediccion de fatores de transcripcion (TFs)

Los TFs son proteinas importantes que actian durante la regulacién de la expresion génica.
Entre los 588 GDEdown regulatedcomunes (siete lineas) se identificaron un total de 36 TFs
gue regulan a diferentes genes, los qudisebuyeron en 19 familias de TFs. Cuatro familias
de TFs (bHLH, HDBZIP, COlike y MYB related) estuvieron estadisticamente
sobrerrepresentadas durante la senescencia de las lineas puras de maiz, suponiendo entre el 8,
y 16,7% de los TFs en relacién cehresto de familias (Tabla 4.43, Gréfico 4.19). Por el
contrario, se detectaron un total de 103 TFs regulando a varios genes, los que se distribuyeron
en 20 familias de TFs dentro de los 1083 GDgsegulatedcomunes (siete lineas). En este
caso, las fanilias de TFs WRKY y NAC estuvieron sobrerrepresentadas durante la senescencia
del maiz, suponiendo el 23,3 y 15,5% de los TFs en relacion con el resto de familias,
respectivamente (Tabla 4.44, Grafico 4.19).

M ARF Down regulated genes Up regulated genes HARF
®B3 M B3
W bHLH M bHLH
bzIP
" bzIp M
5.6 56 238 ®MC2H2

H CO-like
M G2-like
W GATA
W GRAS
M GRF

W HD-ZIP
W LBD

| (SD
®MMIKC_MADS 5.6
®MYB 28 58 8.3 2.8

M CO-like
M ERF
W G2-like
MW GRAS
i M HD-ZIP
W HSF
W LBD
" mmve
M MYB_related

11.1

5.6

M MYC/MYB
M MYB_related : . M NAC
M NF-YA M SRS
M NF-YB M Trihelix
M SBP W WRKY
W ZF-HD M ZF-HD

Gréfico 4.19 Familias de TFs y porcertaje de genes implicados en la senescencia de lineas puras de maiz,
identificados en 588 y 1083 genes comunesdown y up.
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Tabla 4.43 Factores de transcripcion (n= 36) identificados dentro de los 588 genes comunes
un total de 3308 y 1600 TFs provenientes de las plataformas PlantRegMap e

obtenidos por similitud de

down regulated

Interpro.

TF Id Gen (AGPv4) Familia Pfam Maiz Descripcion
GRMZM2G000686_P0 Zm00001d027874 NFYA PF02045 NFYA1l  Nuclear transcription factor Y subunit Al
GRMZM2G015080_P0 Zm00001d005029 GRAS PF03514 GRAS37 GRAStranscription factor 37
GRMZM2G017319_P0 Zm00001d033347 LBD PF03195 LBD11  LOB domaincontaining protein 38
GRMZM2G031983_PC Zm00001d016361 GATA PF00320 GATA15 Putative GATA transcription factor 22
GRMZM2G081816_P0 Zm00001d044242 bHLH PF00010 bHLH25 Transcription factor bHLH87
GRMZM2G113779_P(0 Zm00001d006451 SBP PF03110 SBP13  Squamosa promoterbinding-like protein 4
GRMZM2G316758 P0 Zm00001d052038 bHLH PF00010 bHLH12 bHLHtranscription factor 12
GRMZM2G361611_P0 Zm00001d053988 bZIP PF00170 bZIP84  bZIP-transcription factor 84
GRMZM2G387528 PO Zm00001d008205 bHLH PF00010 PIF3 Transcription factor PIF3
GRMZM2G389379_P0 Zm00001d005931 Z~HD PF04770 ZHD16  ZF~HD-transcription factor 16
GRMZM2G438438 PO Zm00001d032T75 ZFHD PF04770 ZHD5 Zinc-finger homeodomain protein 11
GRMZM2G444073_P0 Zm00001d049485 NFYB PF00808 CADTFRE CCAATDRZtranscription factor 5
GRMZM2G081406_P(0 Zm00001d051172 ARF PF02362 ARF15  ARFtranscription factor 15
GRMZM2G390641_P0 Zm00001d00®B58 ARF PF02362 ARF21  ARFtranscription factor 21
GRMZM2G109879_P0 Zm00001d004358 B3 PF02362 ABI28 ABI3VPZXtranscription factor 28
GRMZM2G012717_PC Zm00001d037327 COlike PF06203 COL10 Zinc finger protein CONSTANSLIKE 16
GRMZM2G114137_P(0 Zm00001d0B443 COlike PF06203 COL8 C2C2COlike -transcription factor 8
GRMZM2G144346_P(0 Zm00001d033719 COlike PF06203 COL2 Zinc finger protein CONSTANSLIKE 16
AC234155.1_FGP002 Zm00001d010634 G2-like PF00249 GLK25  Myb-related protein 2
GRMZM2G026833_P0 Zm00001d044785 G2-like PF00249 GLK1 Transcription activator GLK2
GRMZM2G026223 PG Zm00001d027425 MIKC_MADS PF00319 ZAG6 Agamouslike MADSbox protein AGL14
GRMZM2G161666_P0 Zm00001d047355 MIKC_MADS PF01486 MADS51 MADSranscription factor 51
GRMZM5G853392P03 Zm00001d013346 GRF PF08879 GRF14  GRFtranscription factor 14
GRMZM2G010929_PQ Zm00001d008612 HD-ZIP PF00046 HB26 I;‘ﬁ’o'ﬁ)k‘;’lg’s{‘i’cme"a' 15 kDa protein 1,
GRMZM2G366130_P0 Zm00001d005875 HD-ZIP PF00046 HB59 Homeobox-transcription factor 59
GRMZM2G130442_PC Zm00001d049443 HD-zZIP PF01852 OCL5A  outer cell layer5a
GRMZM2G055135_P0 Zm00001d049525 LSD PF06943 LSD one like 1
GRMZM2G037650_P0 Zm00001d032032 MYB PF00249 MYB167 MYBtranscription factor 167
GRMZM2G130149 PO Zm00001d030678 MYB PF00249 MYB56 MYB domain protein 48
AC204212.4 FGP0O01 Zm00001d017782 MYB_related PF00249 MYBR78 Protein RADIALISike 5
GRMZM2G014902_P(0 Zm00001d049543 MYB_related PF00249 CCAl Circadian clock associated 1
GRMZM2G048136_P0 Zm00001d048623 MYB_related PF00249 MYB88 MYB domain protein 48
GRMZM2G057955_P0 Zm00001d044194 MYB_related PF00249 MYBR97 MYBrelated -transcription factor 97
GRMZM2G118693_PO Zm00001d051458 MYB_related PF00249 MYBR64 g;g’lgr(‘j?;?gs';;fzgﬂzg'Chloropl i
GRMZM2G175265_P0 Zm00001d024547 MYB_related PF00249 MYBR48 MYBrelated -transcription factor 48
GRMZM2G414423_TO Zm00001d022500 COlike PF06203 Zinc finger protein CONSTANSLIKE 13
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Tabla 4.4 4 Factores de transcripciéon (n=103)

identificados d entro de los 1083 genes comunes up regulated

obtenidos por similitud de un total de 3308 y 1600 TFs provenientes de las plataformas PlantRegMap e

Interpro.

TFId Gen (AGPv4) Familia Pfam Maiz Descripcion
GRMZM2G028980_P01 Zm00001d053819 ARF PF02362 ARFb Auxin response factor 6
GRMZM2G102845 P01 Zm00001d015243 ARF PF06507 ARF20 ARFtranscription factor 20
GRMZM2G153233 P01 Zm00001d032683 ARF PF02362 ARF2 Auxin response factor
GRMZM2G065538_P01 Zm00001d011639 B3 PF02362 ABI33 ﬁ;ﬁgﬁpﬁigg%ﬁf’og%”;f‘/'?coma'”'”g
GRMZM2G088443 P01 Zm00001d039764  bHLH PF00010 bHLH104 Transcription factor bHLH51
GRMZM2G132550_P01 Zm00001d037749  bHLH PF00010 bHLH124 bHLHtranscription factor 124
GRMZM2G173534_P01 Zm00001d042263 bHLH PF00010 bHLH175 bHLHtranscription factor 175
GRMZM2G333582_P01 Zm00001d008853  bHLH PF00010 bHLH62 bHLHtranscription factor 62
GRMZM2G397755_P01 Zm00001d039459  bHLH PF00010 bHLH70 bHLHtranscription factor 70
GRMZM5G822829 P01 Zm00001d026147  bHLH PFO0010 r1 rl - coloredl
GRMZM2G030877_P01 Zm00001d052543 bZIP PF00170 bzIP79 Transcription factor TGA9
GRMZM2G093020_P02 Zm00001d030577  bZIP PF00170 bzIP45 bZIP transcription factor 2
GRMZM2G094352_P01 Zm00001d024160 bZIP PF14144 bzIP107 Transcription factor TGA7
GRMZM5GB3197_P01 Zm00001d042721  bZIP PF00170 bzIP95
AF546187.1_FGP012 Zm00001d030858 C2H2 PF13912 Zinc finger protein ZAT10
GRMZM2G112799 P01 Zm00001d012427 C2H2 PF13912
GRMZM2G175000_P01 Zm00001d035701 C2H2 PF13465 C2H4 Uncharacterized zinc finger prote in
GRMZM2G376061_P01 Zm00001d042933 C2H2 PF13912
GRMZM2G042198 P01 Zm00001d051684 COlike PF00643 COL14 Zinc finger protein CONSTANSLIKE 10
GRMZM2G016434_P01 Zm00001d016616 ERF PF00847 EREB129 AP2EREBRranscription factor 129
GRMZM2G053503_P02 Zm00001d009103 ERF PF00847 EREB148 AP2EREBRranscription factor 148
GRMZM2G100727_P01 Zm00001d038320 ERF PF00847 EREB133 AP2EREBRranscription factor 133
GRMZM2G149756_P01 Zm00001d042717 ERF PF00847 EREB174 Ethylene response factor 110
GRMZM2G425798 2  Zm00001d025281 ERF PF00847 EREB149 AP2EREBRranscription factor 149
GRMZM2G457562_P01 Zm00001d010175 ERF PF00847 EREB113 AP2EREBRranscription factor 113
GRMZM2G474326_P01 Zm00001d043491 ERF PF00847 EREB134 AP2EREBRranscription factor 134
Zm00001d026184 T001 Zm00001d026184 ERF PF00847 g:tﬂf”e'res”"”s"’e RSB el
GRMZM2G060485_P01 Zm00001d015521  GZ2like PF00249 GLK24 G2-like -transcription factor 24
GRMZM2G100709_P01 Zm00001d036638 G2 like PF00249 GLK31 G2like -transcription facto r 31
GRMZM2G454449 P01 Zm00001d046981  G2-like PF00249 GLK32 G2 like -transcription factor 32
GRMZM2G018254_P01 Zm00001d048588 GRAS PF03514 GRAS48 GRAStranscription factor 48
GRMZM2G073779_P01 Zm00001d048603 GRAS PF03514 GRAS83 GRAStranscription factor 83
GRMZM2G129154 P01 Zm00001d011881 GRAS PF03514 GRAS2 GRASranscription factor 2
GRMZM2G420280_P01 Zm00001d003657 GRAS PF03514 GRAS25 GRAStranscription factor 25
GRMZM2G132367_P01 Zm00001d027991  HD-ZIP PF00046 HB5 ang‘ébox"euc'“e Zlpper protein
GRMZM2G351330_P01 Zm00001d002799 HD-ZIP PF02183 HB66 Homeobox-transcription factor 66
GRMZM2G041462_P01 Zm00001d021268 HD-ZIP PF02183 HB128 Homeobox-transcription factor 128
GRMZM2G047715_P01 Zm00001d050834 HD-ZIP PF00046 HB56 EZ’?ﬁ’bo""euc'”e Zipper protein
GRMZM2G117164 P01 Zm00001d017422 HD-ZIP PF00046 HB41 Homeobox-transcription factor 41
GRMZM2G034113 P01 Zm00001d006195 HD-ZIP PF02183 HB126 Egﬂggbox"euc'”e Zipper protein
GRMZM2G104204_P01 Zm00001d021934 HD-ZIP PF00046 HB13 :?ﬂg‘;blox"e“””e Zlpper protein
AC205471.4 FGP0O03 Zm00001d010812 HSF PF00447 HSF16 Heat stress transcription factor A4A
GRMZM2G002131_P01 Zm00001d005888 HSF PF00447 HSF1 Heat stress transcription factor B -1
GRMZM2G105348_P01 Zm00001d016255 HSF PFO044 HSF18 Heat stress transcription factor 18
GRMZM2G139535_P01 Zm00001d020714 HSF PF00447 HSF21 Heat stress transcription factor B -1
Zm00001d043536_T001 Zm00001d043536 HSF PF00447 Heat stress transcription factor C -1
GRMZM2G021095 P01 Zm00001d028721 LBD PF03195 LBD4 LBDtranscription factor 1
GRMZM2G025989 P01 Zm00001d052317 LBD PF03195 LBD25 LBDtranscription factor 25
GRMZM2G145568 P01 Zm00001d047752 LBD PF03195 LBD41 LOB domaincontaining protein 11
AC206901.3_FGP0O05 Zm00001d025864 MYB PF00249 MYBB2 MYBtranscription factor 132
GRMZM2G031323 P01 Zm00001d021761 MYB PF00249 MYB105 MYBtranscription factor 105
GRMZM2G048295_ P01 Zm00001d003064 MYB PF00249 MYB72  MYBtranscription factor 72
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Tabla 4.4 4 (Continuacion) Factores de transcripcion (n=103)

identificados dentro de los 1083 genes comunes

up regulated obtenidos por similitud de un total de 3308 y 1600 TFs provenientes de las plataformas

PlantRegMap e Interpro.

TF Id Gen (AGPv4) Familia Pfam Maiz Descripcién
GRMZM2G131442_P01 Zm00001d048647 MYB PF00249 MYB4 MY Btranscription factor 4
GRMZM2G160840_P01 Zm00001d041580 MYB PF00249 MYB118 MYBtranscription factor 118
GRMZM2G405094_P01 Zm00001d012255 MYB PF00249 MYB163 MYBtranscription factor 163
GRMZM2G027914 P01 Zm00001d042756 MYB_related PFO®49 MYBR37 Homeodomairlike superfamily protein
GRMZM2G143640_P01 Zm00001d012285 MYB_related PF00249 MYBR55 Homeodomairtlike superfamily protein
Zm00001d023479_T001 Zm00001d023479 MYC/MYB PF14215 LONESOME HIGHWAY
GRMZM2G003715_P01 Zm00001d024543 NAC PF02365 NAC61
GRMZM2G011598_P01 Zm00001d028999 NAC PF02365 NAC44 E.Os'“ve regulation of ethylene

iosynthetic process
GRMZM2G018553_P01 Zm00001d013003 NAC PF02365 NAC6 senescence

Four distinct types of dehydration
GRMZM2G031001_P01 Zm00001d028995 NAC PF02365 NAC11  stress memory genes in Arabidopsis

thaliana
GRMZM2G042494 P01 Zm00001d047554 NAC PF02365 NAC81  senescence
GRMZM2G063522_P01 Zm00001d014405 NAC PF02365 NAC113 NAC domaircontaining protein 21/22
GRMZM2G109627_P01 Zm00001d008399 NAC PF02365 NAC118 same than NAC44
GRMZM2G114850_P01 Zm00001d041472 NAC PF02365 NAC108 same than NAC113
GRMZM2G127379_P01 Zm00001d023294 NAC PF02365 NAC25  same than NAC44
GRMZM2G146380_P01 Zm00001d016950 NAC PF02365 NAC30  senescence
GRMZM2G156977_P01 Zm00001d002285 NAC PF02365 NAC22  NAC transcription factor 22
GRMZM2G163251_P01 Zm00001d034277 NAC PF02365 NAC7 Transcription factor JUNGBRUNNEN 1
GRMZM2G179885_P01 Zm00001d021818 NAC PF02365 NAC132 f_)g”escence’ MAC Tamisarian o
GRMZM2G180328 P01 Zm00001d03821 NAC PF02365 NAC20 senescence
GRMZM2G430849_P01 Zm00001d022424 NAC PF02365 NAC122 same than NAC44
GRMZM6G257110_P01 Zm00001d052390 NAC PF02365 same than NAC11
GRMZM2G077752_P01 Zm00001d011843 SRS PF05142 LRP1 Protein SHI RELATED SEQUENCE 6
GRMZM2G18680_P01 Zm00001d017420  Trihelix PF13837 THX20 Trihelix -transcription factor 20
GRMZM2G414159_P01 Zm00001d013849  Trihelix PF13837 THX19 Trihelix -transcription factor 19
GRMZM2G325038_T01 Zm00001d017752  Trihelix
AC193630.3_FGP003 Zm00001d045375 WRKY PF03106 WRKY39 Probable WRKY transcription factor 72
AC198725.4_FGP009 Zm00001d044162 WRKY PF03106 WRKY64 WRKYtranscription factor 64
GRMZM2G030272_P01 Zm00001d028962 WRKY PF03106 WRKY32 WRKYtranscription factor 32
GRMZM2G048450_P01 Zm00001d016052 WRKY PF03106 WRKY2  WRKY transcription factor 22
GRMZM2G063216_P01 Zm00001d052357 WRKY PF03106 WRKY16 WRKY transcription factor 16
GRMZM2G063880_P01 Zm00001d009619 WRKY PF03106 WRKY106 Probable WRKY transcription factor 30
GRMZM2G076657_P02 Zm00001d041740 WRKY PF03106 WRKY58 WRKY DNAinding protein 58
GRMZM2G083350_P01 Zm00001d008794  WRKY PF03106 WRKY26 Probable WRKY transcription factor 72
GRMZM2G091331_P02 Zm00001d026252 WRKY PF10533 WRKY14 Probable WRKY transcription factor 11
GRMZM2G101405_P01 Zm00001d043663  WRKY PF03106 WRKY73 Probable WRKY transcription factor 50
GRMZM2G106560_P01 Zm00001d007329 WRKY PF03106 WRKY108 WRKY transcription factor 108
GRMZM2G111711_P01 Zm00001d046805 WRKY PF03106 WRKY124 WRKY like transcription factor 18
GRMZM2G143204201 Zm00001d034073 WRKY PF03106 WRKY30 WRKY transcription factor 57
GRMZM2G143765_P01 Zm00001d035323 WRKY PF03106 WRKY62 WRKY DNAinding protein 58
GRMZM2G148087_P01 Zm00001d043025 WRKY PF03106 WRKY43 WRKY transcription factor 33
GRMZM2G151763_P01 Zm00001d043950 WRKY PF03106 WRKY95 WRKY transcription factor 95
GRMZM2G169966_P01 Zm00001d038451 WRKY PF03106 WRKY57 WRKY transcription factor 33
GRMZM2G304573_P01 Zm00001d011237 WRKY PF03106 WRKY84 WRKY transcription factor 84
GRMZM2G381378 P01 Zm00001d02237 WRKY PF03106 WRKY17 Probable WRKY transcription factor 54
GRMZM2G475984 P01 Zm00001d039531 WRKY PF03106 WRKY27 Probable WRKY transcription factor 50
GRMZM2G516301_P01 Zm00001d008793 WRKY PF03106 WRKY80 Probable WRKY transcription factor 50
GRMZM5G&272_P01 Zm00001d011527 WRKY PF03106 WRKY42 WRKY transcription factor 42
Zm00001d018203_T001 Zm00001d018203 WRKY PF03106 WRKY transcription factor 9
Zm00001d024768_T001 Zm00001d024768 WRKY PF03106
GRMZM2G353076_P01 Zm00001d044662 ZFHD PF04770 ZHD9 Mini zinc finger protein 3
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En latabla 4.45 y en el gréafico 4.20 se muestran los resultados obtenidos en cada momento
antes de la senescencia relacionados con los genes consdtevmgsup regulated En los
genesdown regulatede identificaron unatal de cuatro TFs distribuidos en tres familias desde
la floracion femenina hasta la senescencia. Se identificaron dos TFs (50%), que incluyen
familias de TFs de tipo Glike y GRF a los 45 DBS; ademas, se detect6 un TF diferente (25%)
también asociado la familia de TF de tipo C@ke a 30 DBS. A los 15 DBS se encontré un
TF (25%), correspondientes a la familia-BB. Con respecto a los genep regulated se
identificaron 25 TFs durante la etapa de senescencia, los cuales se clasificaron en 12 familias.
El mayor grupo de TFs (44%) se detecto a los 45 DBS, distribuidos en nueve familias de TFs,
incluidos bHLH, ERF, Gaike, GRAS, HBZIP, HSF, MYB, NAC y WRKY. En los 15 DBS,
se encontraron cinco TFs (18,5%), asociados a C2H2, WRKY y Trihelix. Todos Ids Tips
NAC se encontraron en las lineas de ES a MS (de 75 a 45 DBS) en una proporcion de 33,3%.
También se identificaron todos los WRYK entre los 45 y 15 DBS en aproximadamente el 15%;
mientras que todos los ERF se expresaron en un 11,1% de 60 a 3D&®S.del 44% de
TFs identificadosa los45 DBS,las familiasbHLH, NAC y WKRY se expresaron en mayor
proporcion en comparacion al resto de familias de TFs (Tabla 4.45, Grafico 4.20).
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Tabla 4.45 Cuatro y 27 TFs regulando a genes consistentes en el tiemp o down y up regulated ,

identificados en diferentes momentos durante la senescencia de lineas puras de maiz.

Momento

Nombre del gen

Genes (DBS) TFs AGPV4 Familia Pfam Descripcion
15 ZFHD homeobox protein, Cys/His -rich dimerisation
Zm00001d005931_T001 Zm00001d005931 ZFHD  PF04770 domain
30 Zm00001d022500_T001 Zm00001d022500 COlike PF06203 CCT (CCT motif)
reng\;vtr;d Zm00001d022500_T001 Zm00001d022500 COlike PF11824 DUF3344 (Protein of unknown function (DUF3344))
a5 Zm00001d033719_T001 Zm00001d033719 COlike PF06203 COL2, CCT domain
Zm00001d013346_T001 Zm00001d013346 GRF PF08879 WRC domain
Zm00001d041740_T001 Zm00001d041740 WRKY PF03106 pco138672, WRKY 58, WRKY domain
Zm00001d041740_T002 Zm00001d041740 WRKY PF03106 pco138672, WRKY58, WRKY domain
15 Zm00001d035701_T001 Zm00001d035701 C2H2 PF13465 C2H4, z-H2C2_2 (Zinefinger double domain)
C2H2 family protein, zf -H2C2_2 (Zinefinger double
Zm00001d035701_T002 Zm00001d035701 C2H2 PF13465 domain)
Zm00001d017752_T001 Zm00001d017752 Trihelix Transcription factor GT -3b
30 Zm00001d038320_T001 Zm00001d038320 ERF PF00847 EREB133, AP2/ERF domain
Zm00001d028999_T001 Zm00001d028999 NAC PF02365 NAC44, NAC domain
Zm00001d028962_T001 Zm00001d028962 WRKY  PF03106 WRKY32, VRYK domain
Zm00001d015521_T001 Zm00001d015521 G2-like PF00249 glk24 - G2-like -transcription factor 24
Zm00001d021934_T001 Zm00001d021934 HD-ZIP PF00046 hb13- Homeoboxtranscription factor 13
Zm00001d046805_T001 Zm00001d046805 WRKY PF03106 WRKY124WRKY domain
y 45 Zm00001d011881_T001 Zm00001d011881 GRAS  PF03514 Transcription factor GRAS 2
regulgted Zm00001d002285_T001 Zm00001d002285 NAC PF02365 NAC 22, NAC domain
Zm00001d041580_T001 Zm00001d041580 MYB PF00249 myb118- MYBtranscription factor 118
bHLH175, Myectype, basic helix -loop-helix (bHLH)
Zm00001d042263_T001 Zm00001d042263 bHLH PF00010 domain
cl27985_1a, Myctype, basic helix -loop-helix (bHLH)
Zm00001d042263_T002 Zm00001d042263 bHLH PF00010 domain
Zm00001d025281_T001 Zm00001d042263 ERF PFM847 erebl149 - AP2EREBRranscription factor 149
Zm00001d043536_T001 Zm00001d043536 HSF PF00447 Heat shock factor protein HSF30
Zm00001d016616_T001 Zm00001d016616 ERF PF00847 ereb129 - AP2EREBRranscription factor 129
Zm00001d052543_T002 Zm00001d052543 bZIP PF00170 bzip79 - bZIP-transcription factor 79
60 Zm00001d014405_T001 Zm00001d014405 NAC PF02365 nactf113 - NAGtranscription factor 113
Zm00001d041472_T001 Zm00001d041472 NAC PF02365 nactf108 - NAGtranscription factor 108
Zm00001d022124_T001 Zm00001d022424 NAC PF02365 nactf122 - NAGtranscription factor 122
75 Zm00001d021818_T001 Zm00001d021818 NAC PF02365 nactf132 - NAGtranscription factor 132
Zm00001d021818_T002 Zm00001d021818 NAC PF02365 nactf132 - NAGtranscription factor 13 2
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RESULTADOS

Gréfico 4.20 Proporcion de TFs dentro de los genes consistentes en el tiempo down y up regulated , identificados
en diferentes momentos durante la senescencia de lineas puras de maiz.

4.3.5 Andlisis de motivos

Promzea identific6 un total de 1@8otivos. De estos, 53 se encontraron en los genes
consistenteslown regulated/ los 55 restantes en genes consistemperegulated Para cada
momento se determinaron entre 6 y 15 motivos en el primer grupo de genes; mientras que en el
segundo grupo se emtraron entre 9 y 15, ambos con valoraciones MNCP> 1. La secuencia
varié en tamafio de 6 a 10 y de 8 a 10 nucleétidos en los dos grupos de genes estudiados (Grafico
4.21).
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