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IDENTIFICACION DE MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS CON LA
CAPACIDAD DE EXPANSION EN MAIZ PALOMERO MEDIANTE ANALISIS DE
SEGREGANTES EN MASA

Viridiana Trejo Pastor, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Las herramientas moleculares representan un apoyo para la seleccién de los individuos de
interés, por lo que podria aplicarse en la caracteristica comercial mas importante en el maiz
palomero, el volumen de expansién del almidon contenido en el endospermo. Los objetivos del
presente estudio fueron identificar la poblacién més divergente en el caracter volumen de
expansion entre siete poblaciones F2 derivadas de cruzas entre una linea palomera x lineas con
endospermo contrastante, para un estudio de asociacion entre marcadores moleculares y el
volumen de expansion mediante un analisis de segregantes en masa 0 BSA. La poblacion F2
proveniente de la cruza CML561 x CML558 con endospermo cristalino fue la méas divergente,
con asimetria y curtosis cercanas a cero, por lo cual se seleccionaron 100 individuos con
volumen de expansidn contrastante para generar dos subpoblaciones de acuerdo al analisis BSA.
Los individuos y los parentales, fueron secuenciados en la plataforma DArTseq. Los datos
gendmicos fueron filtrados y seleccionados 553 SNP polimérficos. El analisis de asociacién se
realiz6 con modelos lineales mixtos en ambas subpoblaciones, con el software GAPIT. El
estudio de asociacion, mostro relaciones causales altamente correlacionadas con la estructura de
la poblacion. Los marcadores identificados se ubicaron en los cromosomas: 1, 2, 3,4,5,7,8y
10. Los genes candidatos, estuvieron relacionados con la estructura de la pared celular, factores
de transcripcion, proteinas asociadas a la membrana y el complejo transportador
transmembranal, lo que sugiere que la pared celular y el pericarpio son las estructuras fisicas

del grano més influyentes sobre el volumen de expansion.

Palabras clave: Zea mays, volumen de expansion, analisis de segregantes en masa, analisis del

genoma completo.



IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED WITH
EXPANSION CAPACITY IN POPCORN TROUGTH BULK SEGREGANT
ANALYSIS

Viridiana Trejo Pastor, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Molecular markers represent a support for selection of target individuals and could be used in
the most important commercial popcorn trait the popping expansion of the starch contained in
the endosperm. The aims of the present study were to find the most divergent cross in popping
expansion trait of seven F, populations derived from biparental crosses between a popcorn x
contrasting endosperm lines to select the most appropriate population for a popping-expansion-
association study between molecular markers and popping expansion through bulk segregant
analysis or BSA. The most divergent F> population was the CML561 x CML558 cross, with
asymmetry and kurtosis close to zero whereby 100 individuals with contrasting popping
expansion were selected to generate two bulks or subpopulations according to BSA
methodology. The individuals and the parental lines were sequenced on DArTseq platform.
Genomic data were filtered and selected 553 polymorphic SNP. The association analysis was
performed with Mixed-Linear-Models in both subpopulations, with GAPIT software. The
causal relationships with the popping expansion and molecular markers showed a high
correlation with the population structure. Molecular markers identified were located in
Chromosomes: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 and 10. Candidate genes were related with the cell wall
structure, transcription factors, membrane-associated-proteins and the transmembrane
transporter complex, which suggesting that cell-wall and pericarp as external structural part of

the kernel are the most influential physical structures popping-expansion-related.

Keywords: Zea mays L., popping expansion, Bulk Segregant Analysis, Genome-wide

Association Study.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Antecedentes

El maiz palomero es el méas antiguo del mundo, Wellhausen y colaboradores (1951)
clasificaron a estas razas como Antiguas Indigenas, contemplando las razas: Palomero
Toluqueno, Arrocillo-Amarillo, Chapalote, Nal-tel y Palomero de Jalisco, descendientes de un
maiz primitivo de caracter reventador que hoy se sabe es el teocintle (Beadle, 1939; Doebley,
2004; Matsuoka et al., 2002; Miranda, 1966). En clasificaciones mas recientes, se mencionan
otras razas con capacidad de expansion del endospermo como: Reventador (Anderson, 1944) y
Palomero de Chihuahua (Ortega, 1989), de las cuales aun existe una buena cantidad que se
desarrollan en altitudes que van de los 100 m hasta las zonas mas frias de la frontera agricola a
3,500 m de altitud, existiendo variedades resistentes a factores adversos como sequia, calor,
heladas y anoxia (Mufioz, 2003). Estas razas junto con el teocintle se usaron, mas
frecuentemente extrayendo el jugo dulce del tallo, como pinole, palomitas y en rituales de
diversas etnias desde épocas prehispanicas, que en masa nixtamalizada, pues este proceso fue
descubierto cientos de afios después (Beadle, 1939; Romero et al., 2006).

La caracteristica comercial mas importante de los maices palomeros, es la capacidad de
expansion del endospermo, la cual se observa como el incremento en el volumen del grano
debido a la formacion de las palomitas al someterlo a una fuente de calor. El proceso de
formacion de las palomitas, se desarrolla en diferentes etapas, las cuales se describen a
continuacidn: 1) inicio del proceso de expansion a través de la nucleacion, 2) proceso de
expansion real de los granulos de almiddn, debido al crecimiento de burbujas de vapor, 3) fin
del proceso de expansion a través de la apertura del pericarpio, 4) posible ruptura (parcial) de la
célula, 5) contraccion del almidon debido a un secado adicional, si todavia estd en estado
gomoso Y 6) fijacion de la estructura expandida si el almidon entra en estado vitreo. Gran parte
de los mecanismos de reventado se han estudiado con la forma tradicional de este proceso, a
través del uso de aceite como dispersor de calor. En este proceso el pericarpio actia como un
recipiente de presion y barrera contra la humedad. La rigidez del pericarpio hace que se produzca
un reventado cuando el grano ha alcanzado una temperatura de aproximadamente 180 °C,
correspondiente a una presion de vapor de aproximadamente 9 atmosferas (Mishra et al., 2014;
Sweley et al., 2013; van der Sman y Bows, 2017).
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A nivel mundial, las palomitas de maiz son la “botana” mas antigua y popular y su consumo
va en aumento, principalmente en los hogares (Vazquez-Carrillo et al., 2019;

https://www.popcorn.org). En México, el consumo de maiz palomero promedio es de 66.4 mil

t afio™? de grano, de las cuales s6lo se producen 1.5 mil t afio por lo que el 98 % del volumen
restante se importa, principalmente de EE.UU. y en menor proporcién de Argentina (SIAP y
SIAVI, promedio de afios 2008 a 2018), la tendencia a las importaciones va en aumento
contrario a la produccion nacional, ello en prejuicio de las razas nativas de maiz palomero y de

los agricultores y custodios que las conservan (Figura 1).
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Figura 1. Situacion del maiz palomero en México: Produccion, consumo e importaciones
de los ultimos 13 afios. Elaboracion con datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria
y Pesquera y del Sistema de Informacion Arancelaria Via Internet (2005-2018).

La escasa produccion de este grano a nivel nacional, se debe a la inexistencia de programas
gubernamentales e institucionales de mejoramiento genético de las razas nativas de maiz
palomero, razon por la cual no se han desarrollado variedades nacionales adaptadas a diversas
condiciones agroclimaticas (de la O-Olan et al., 2018). Lo anterior aunado a la poca seleccién
en las poblaciones de estas razas para el incremento del volumen de expansion, ello queda
evidenciado en un estudio realizado por Santacruz-Varela et al. (2004) en el cual compararon el
volumen de expansion del grano entre muestras de razas mexicanas con muestras de maices
norteamericanos de la raza North American Yellow Pearl Popcorn, el resultado obtenido fue

una relacion de reventado de 1:24 a favor de la raza norteamericana (48.8 vs. 1 166 cm® 30 g1).


https://www.popcorn.org/

Sin embargo, las razas palomeras presentan potencial para generar variedades mejoradas
con calidad comercial, lo cual queda demostrado en un estudio realizado por VVazquez-Carrillo
et al., (2019) quienes evaluaron la raza Chapalote e identificaron colectas con un volumen de
expansion aceptable, comparadas con un hibrido comercial (26.1 vs. 35.8 cm® g).

El primer antecedente a nivel nacional sobre mejoramiento genético del maiz palomero
mexicano se realiz6 en 1966, enfocado al incremento de la capacidad de expansion de la
variedad Xaltepa I, con base en la seleccion recurrente, utilizando como técnica la densidad
especifica asociada a la capacidad de expansion, teniendo como resultado un incremento del 5
% en el volumen en dos ciclos (Robles y Covarrubias, 1966); sin embargo, no se le dio
continuidad al proyecto.

En cuanto a los apoyos gubernamentales, en la década de los 80°s se puso en marcha el
“Programa Nacional de Maiz Palomero” a través de la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos (SARH). En este proyecto participaron conjuntamente productores, empresas y
gobierno de los Estados: Tamaulipas, Durango, Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Guanajuato,
Quereétaro, Estado de México e Hidalgo, con una superficie total de 7,432 ha con rendimientos
hasta de 3 t ha. Para el afio de 1981, la produccion nacional de maiz palomero se centr6 en la
zona norte del estado de Tamaulipas (lo cual permanece en la actualidad), con un rendimiento
promedio de 2.55 t ha! y una produccion de 23,141 t afiol, con un consumo nacional de 21 mil
t afio™®, por lo que el remanente se exportaba. Posteriormente, se presentd un decremento en la
superficie sembrada debido principalmente a factores climaticos adversos como sequia, ya que
no se contaba con variedades adaptadas a los nichos ecoldgicos en los que se sembraba este tipo
de maiz, perdiéndose este importante esfuerzo en los afios siguientes (SARH-DGEA, 1983).

En el afio 2008, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) puso en marcha el “Proyecto Nacional de Mejoramiento de Maiz Palomero” con sede
en Tamaulipas, entidad donde la siembra de este, se realiza empleando hibridos importados.
Como resultado del proyecto se genero la variedad de polinizacion libre V-460 P a partir de un
compuesto de amplia base genética, con germoplasma introducido del estado de lowa (EE.UU.),
denominado “compuesto de maiz palomero 17, generado mediante Selecciéon Masal Visual
Estratificada, tomando como caracteristica principal la expansion del grano (=~ 30 cm® g?), esta
variedad se encuentra registrada en el Catalogo Nacional de Variedades Vegetales desde el
2014, sin embargo; no tiene un uso representativo en México (Valadez-Gutiéerrez et al., 2014).
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En la actualidad, existen apoyos para la produccion de maiz por parte de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural que incluyen el sistema milpa, enfocados a pequefios y medianos
productores, a través de los programas: Produccion para el Bienestar, Programa Nacional de
Fertilizantes, Programa de Precios de Garantia a Productos Alimentarios Basicos y el Programa
de Fomento a la Agricultura (SADER, 2019); sin embargo, para desarrollar un plan nacional
que aborde el mejoramiento de las razas de maiz palomero en los nichos ecoldgicos donde se
desarrollan y sean a su vez atractivas al mercado, es necesario trabajar con los agentes causales
de la calidad para produccion comercial, los cuales son basicamente: volumen de expansion, ya
que este tipo de grano se compra por peso Yy se vende por volumen, granos no reventados Yy tipo
de reventado o forma de palomita, que determina el destino de la produccion (Gokmen, 2004;
Hoseney et al., 1983; Sweley et al., 2012; Sweley et al., 2013; VVazquez-Carrillo et al., 2019;
Ziegler, 2001).

Un primer paso para lograr ganancia genética en las razas de maiz palomero y hacerlas mas
atractivas al mercado, es realizar mejoramiento genético por el método de seleccion. Asi mismo
se deben valorar las caracteristicas constitutivas del grano que confieren una mayor capacidad
de expansion, por ejemplo la influencia del endospermo en la formacion de las palomitas, pero
a la fecha, no se han realizado estudios que evallen de manera simultanea la atribucién que
representa cada tipo de endospermo sobre el volumen de expansién, existiendo pocas referencias
que abordan la genética del caracter, por lo cual se deben hacer estudios que contemplen cruzas
entre maiz palomero por lineas con endospermo contrastante, para determinar su influencia en
el reventado, ello adquiere relevancia debido a que por diversas investigaciones se sabe que
algunas caracteristicas fisicoquimicas del grano como: tamafio, una disposicién mas cristalina
en el endospermo, dureza, relacion de amilosa-amilopectina, un mayor grado de
empaquetamiento fibrilar en el pericarpio, porosidad, contenido de humedad, perfiles proteicos
del endospermo y pericarpio y la composicion de acidos grasos, son los principales responsables
de la formacién de palomitas en maices palomeros (Borras et al., 2006; da Silva et al., 1993;
Dong et al., 2015; Ertas et al., 2009; Gokmen, 2004; Hoseney et al., 1983; Karababa, 2006;
Park et al., 2000; Sweley et al., 2012; Vazquez-Carrillo et al., 2019), por ende los genes
candidatos estan involucrados en la sintesis de almidén, proteinas de almacenamiento, lipidos y

polisacaridos de la pared celular (Paes et al., 2016).



Por otro lado, los avances en el uso de herramientas moleculares para asistir al
mejoramiento genético (Marker Assisted Selection) son cada vez méas accesibles, lo cual
representa un ahorro en tiempo y recursos, al tratarse de una evaluacion temprana y no
destructiva de los genotipos en la busqueda de genes que se expresan en determinadas etapas
del desarrollo como: floracidn, fructificacion o en semilla (Collard y Mackill, 2008). Una de
estas herramientas es el genotipeo por secuenciacion o GbS (Genotyping-by-Sequencing)
utilizando marcadores polimorficos y enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, lo cual
simplifica la alineacion de las secuencias. Su aplicacion es amplia ya que no requiere un genoma
de referencia, es altamente reproducible y puede utilizarse para explorar la diversidad dentro y
entre especies, en la construccion de mapas de haplotipos, en la identificacion de regiones
asociadas al caracter cuantitativo de interés o QTL (Quantitative Trait Loci) y en estudios de
asociacion del genoma completo o GWAS (Genome-wide Association Study), con el fin de una
seleccion objetiva de individuos destacados en las poblaciones de interés (Elshire et al., 2011).

La tecnologia de GbS y otras basadas en secuencias como DArTseq (Diversity Arrays
Technology) han evolucionado como uno de los principales métodos para el genotipeo basado
en secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation Sequency), cada uno adaptado para
diferentes aplicaciones; por ejemplo, el GbS genera una densidad alta de marcadores (> 800 mil
SNP) con una cobertura relativamente baja (profundidad de secuenciacién en loci particulares,
0.5X) y una tasa de datos faltantes > 50 %; sin embargo, se utiliza de manera efectiva en estudios
gue emplean poblaciones estructuradas donde la imputacion se implementa con alta precisién
sobre los datos faltantes y es critico en estudios que involucran una asociacion amplia del
genoma (GWAS) donde se requiere una alta densidad de marcadores. En contraste, la tecnologia
DArTseq (Sansaloni et al., 2011) genera una menor densidad de marcadores (50 a 350 mil SNP)
pero con una mayor cobertura y niveles mas bajos de datos faltantes (< 20 %) en comparacion
con el GbS para el caso de maiz (Chen et al., 2016), son utilizados en muestras heterogéneas,
para la seleccion genémica y en estudios de diversidad.

Como se ha mencionado, en el proceso de reventado influyen caracteristicas fisicoquimicas
del grano, las cuales se han estudiado a nivel molecular para identificar regiones en el genoma
con efectos causales en este proceso. Ejemplo de ello son los diversos estudios desarrollados
con el objetivo de identificar alelos involucrados en caracteres de interés, como: volumen de

expansion, forma de palomita, granos no reventados, peso de grano y rango de expansion, en
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los cuales se han reportado desde tres hasta 9 mQTL (Apéndice 1). Los estudios realizados para
afirmar lo anterior se basan en poblaciones F2, F3, BCi1, BC,, BC:F2, y RILs de cruzas
biparentales entre lineas de endospermo dentado y/o cristalino por una linea palomera, asi como
en poblaciones y lineas de maiz palomero y maiz dentado, utilizando como marcadores
microsatélites o SSR y polimorfismos de nucledtido individual o SNP (Babu et al., 2006;
Dhliwayo, 2008; Dong et al., 2012, 2015; Li et al., 2006, 2007, 2008, 2009; Liu et al., 2008; Lu
et al., 2003; Paes et al., 2016; Senhorinho et al., 2019); sin embargo, son pocos los QTL
consenso reportados, debido a factores como la interaccion con el ambiente y al tipo de
poblacion de analisis utilizada (Coan et al., 2019; Dhliwayo, 2008; Senhorinho et al., 2019).

Algunos estudios han involucrado al maiz dentado como uno de los parentales en los
analisis genéticos, pero los esfuerzos para desentrafiar informacion sobre la capacidad del maiz
cristalino no palomero (Babu et al., 2006; Coan et al., 2019; Robbins and Ashman, 1984) y
otros tipos de endospermo harinoso como el maiz semidentado para contribuir a un mayor
volumen de expansién han sido limitados, asi mismo se ha hipotetizado que la capacidad de
expansion en maiz, es un caracter cuantitativo, de tipo aditivo y que esta condicionado por cuatro
a cinco genes de efectos mayores (Ashman, 1983; Ziegler, 2001); otros autores postulan que
este caracter estd controlado por tres a cuatro genes de efectos mayores (Lu et al., 2003); sin
embargo, estos estudios no mencionan la metodologia utilizada para afirmar lo anterior.

Una estrategia para reducir los costos y eficientizar recursos en la busqueda de regiones
causales o de genes candidatos involucrados en la capacidad de expansion, es el andlisis de
segregantes en masa o agrupados, conocido como analisis BSA (Bulk Segregant Analysis). Este
método fue propuesto por Michelmore et al. (1991) utilizando marcadores moleculares RAPD.
El método consiste en comparar dos grupos de muestras de ADN (bulks) de individuos
pertenecientes a una poblacion segregante, que se encuentren en desequilibrio de ligamiento.

Los grupos contrastantes se constituyen agrupando individuos por similitud para un
fenotipo o gen de interés, se analizan independientemente, utilizando técnicas como el GbS o
DArTseq, pues es relativamente barato y rapido, ademas de que posibilita el uso de marcadores
de alta densidad como los SNP y por ello la precision de la secuenciacién aumenta. Un ejemplo
en cuanto a la reduccion de costos es considerando una poblacion de 500 individuos, de la cual
son seleccionados 25 extremos para formar cada grupo, el analisis BSA solo costara 0.4 % (2
bulks/500 individuos) del costo requerido para el analisis de toda la poblacion (Zou et al., 2016).
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Actualmente, el analisis BSA se ha modificado, mediante el uso de poblaciones con un
mayor numero de individuos, tamafios de cola aumentados y marcadores de alta densidad (Sun
et al., 2010). Las poblaciones de analisis mas utilizadas son las biparentales segregantes o con
extremos fenotipicos contrastantes, como: Fz, F23, BCi, RILs (lineas endogamicas
recombinantes) y DH (haploides duplicados), estas dos Ultimas consisten en lineas
homocigoticas individuales que pueden mantenerse por autopolinizaciones y evaluarse en
multiples ambientes (Michelmore et al., 2006; Zou et al., 2016). Por otra parte se considera que
los polimorfismos de nucle6tido individual o SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) son el

tipo de marcador 6ptimo para el genotipeo de calidad en cultivos (Semagn et al., 2014).

2. Planteamiento del problema

Es evidente que hacen falta estudios que aborden de manera simultanea la influencia de los
diferentes tipos de endospermo sobre los caracteres de mayor interés en los maices palomeros,
una reestimacion del nimero de genes involucrados en la capacidad de expansion utilizando
poblaciones divergentes con un nimero significativo de individuos (n > 300 individuos), asi
como realizar estudios genotipicos por el método BSA para identificar marcadores moleculares
asociados a la capacidad de expansion, lo que hara posible desarrollar una metodologia asistida
por marcadores a mediano plazo, con la meta de realizar seleccidn de forma mas eficiente en las

razas nativas de maiz palomero. Es por ello que el presente trabajo tuvo como objetivos:

3. Objetivos
General

¢ Identificar marcadores moleculares asociados al volumen de expansion mediante

analisis de segregantes en masa.
Especificos

1. Evaluar la capacidad de expansion en poblaciones F, derivadas de cruzas biparentales
entre una linea de maiz palomero x lineas de maiz con endospermo contrastante, para
identificar la poblacion mas apropiada para un estudio genético de ligamiento por

asociacion.



2. Realizar un estudio de asociacion entre los marcadores moleculares y el volumen de

expansion y realizar la bisqueda de genes candidatos.

4. Hipotesis
e La capacidad de expansién en el maiz palomero estd influenciada por las
caracteristicas del endospermo, siendo el cristalino el que le confiere esa capacidad.
e Son pocos los genes que intervienen en la capacidad de expansion del maiz palomero.
e Los marcadores moleculares méas informativos estan relacionados con genes que se

expresan principalmente en caracteristicas del endospermo y del pericarpio.
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CAPITULO I. CAPACIDAD DE REVENTADO EN SEGREGANTES F2 DE CRUZAS
BIPARENTALES ENTRE LINEAS DE MAIZ PALOMERO x NO PALOMERO

1.1. Resumen

La caracteristica comercial mas importante en el maiz palomero, es el volumen de expansion
del almiddn contenido en el endospermo. Sin embargo, no se han realizado estudios que evallen
la influencia de cada tipo de endospermo sobre este caracter cuando se cruza con maiz palomero.
Los objetivos del presente estudio fueron: 1) analizar los patrones de segregacion en las
poblaciones F. derivadas de siete cruzas entre una linea palomera x lineas con endospermo
contrastante, 2) determinar la cruza mas apropiada para futuros estudios moleculares en la
busqueda de marcadores relacionados con la capacidad de reventado y 3) determinar el numero
de genes relacionados con el volumen de expansion. Un total de 3351 individuos F. derivados
de las siete cruzas biparentales, fueron fenotipados para los caracteres morfoldgicos: volumen
de expansion, forma de palomita y porcentaje de granos no reventados. Los patrones de
segregacion fueron evaluados con los parametros de amplitud fenotipica, asimetria y curtosis
asi como la prueba no paramétrica de medianas, Kruskal-Wallis o prueba de H. La validacién
del nimero de genes se realizé con la formula (1/4)" y se validd con la prueba X2. Se observd
segregacion transgresiva en todas las poblaciones, probablemente inducida por el fendmeno de
recombinacion meidtica, lo que hizo posible la combinacion de alelos favorables o no en
individuos F2, expresando un volumen de expansion més alto o mas bajo que los parentales. La
prueba de H y el analisis de los patrones de segregacion indicaron que la poblacion F. con
endospermo cristalino derivada de la cruza CML561 x CML558 fue la més divergente en los
caracteres relacionados con la capacidad de reventado y, por lo tanto, la poblacion més adecuada
para continuar con el andlisis molecular en busca de marcadores asociados al volumen de
expansion. Se estimd un numero de cuatro a cinco genes involucrados en el volumen de

expansion.

Palabras clave: Zea mays L., volumen de expansion, genes, maiz palomero, segregacion

transgresiva.
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CHAPTER I: POPPING CAPACITY IN F2 SEGREGANTS OF BIPARENTAL
CROSSES BETWEEN POPCORN x NON-POPCORN MAIZE

1.1. Abstract

The most important commercial trait in popcorn is the popping expansion of the starch contained
in the endosperm. However, no studies have been conducted to evaluate the influence of each
kind of endosperm on this trait when crossed with popcorn. The aims of the present study were
1) to analyze the segregation patterns in F> populations derived from seven crosses between a
popcorn x contrasting endosperm lines, 2) to determine the most appropriate cross for future
association studies to identify popping-related-markers and 3) to estimate the number of genes
popping-expansion-related. A total of 3351 F, individuals derived from the seven biparental
crosses were phenotyped for morphological traits: popping expansion, flake shape and
unpopped kernels. The segregation patterns were evaluated with the phenotypic amplitude,
asymmetry and kurtosis parameters as well as Kruskal-Wallis or H test non-parametric median
test. The number of genes was estimate with (1/4)" and validated with X? test. A transgressive
segregation was observed in all populations, probably induced by the meiotic recombination
phenomenon which made possible the combination of favorable alleles or not in F, individuals
expressing a popping expansion higher or lower than the parental ones. The segregation patterns
analysis and the H test indicated that the F> population with flint endosperm derived by CML561
x CML558 cross, was the most divergent in morphological traits and therefore the appropriate
population to continue with a molecular analysis to found molecular markers associate with
popping expansion in a more precise way. A number of four to five genes popping-expansion-
related was estimated.

Keywords: Zea mays L., popping expansion, genes, popcorn, transgressive segregation.

14



1.2. Introduccion

Las palomitas de maiz son la botana méas antigua y la méas popular a nivel mundial y su
consumo va en aumento, en México el consumo de maiz palomero es de 65 mil t afio?, de las
cuales solo se producen 1.6 mil t afio™ (SIAP, 2017), por lo que el 98 % del volumen restante
se importa principalmente de EE.UU. y en menor proporcion de Argentina (SIAVI, 2017). La
escasa produccioén de este grano a nivel nacional, a pesar de ser su centro de origen, se debe a
la inexistencia de programas de mejoramiento genético, razon por la cual no se han desarrollado
variedades adaptadas a las condiciones agroclimaticas en las que se cultivan las razas mexicanas
y los pocos intentos de producir variedades nacionales han utilizado como base genética lineas
palomeras de EE.UU. (Valadez-Gutiérrez et al., 2014).

La poca seleccidn de las razas palomeras mexicanas, para la produccion de palomitas queda
evidenciada en un estudio realizado por Santacruz-Varela et al. (2004), en el cual compararon
el volumen de expansion del grano entre muestras de razas mexicanas de maiz palomero y un
grupo perteneciente a la raza North American Yellow Pearl, el resultado obtenido fue una
relacion de expansion de 1:24 a favor de la raza Norteamericana (48.8 vs. 1 166 cm® 30 g2).

Se ha hipotetizado que la capacidad de reventado en maiz para formar palomitas, es un
caracter cuantitativo, de tipo aditivo y que esta condicionado por cuatro a cinco genes de efectos
mayores (Ashman, 1983; Ziegler, 2001); otros autores postulan que este caracter esta controlado
por tres a cuatro genes de efectos mayores (Lu et al., 2003); sin embargo, estos estudios no
mencionan la metodologia utilizada para afirmar lo anterior; aunado a ello son pocos los estudios
que abordan la genética del caréacter.

Por otro lado, el uso de marcadores moleculares como herramienta para auxiliar al
mejoramiento genético convencional podria utilizarse en el mejoramiento de las razas de maiz
palomero para identificar regiones especificas del genoma involucradas en el caracter
cuantitativo de interés (QTL), ello simplifica el proceso analitico, reduce el tiempo y costos del
analisis de las poblaciones y posibilita el uso de marcadores de alta densidad como los SNP.

Algunos estudios han involucrado al maiz dentado como uno de los parentales en la
construccién de las poblaciones para un analisis genético, pero los esfuerzos para desentrafiar
informacidn sobre la capacidad del maiz cristalino no palomero y otros tipos de endospermo
harinoso como el maiz semidentado para contribuir a un mayor volumen de expansion han sido

limitados (Babu et al., 2006; Coan et al., 2019; Robbins y Ashman, 1984).
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Los estudios con marcadores moleculares para deteccion de regiones gendmicas
involucradas en la capacidad de reventado y su eventual uso en seleccién asistida, contemplan
la formacion de cruzas biparentales entre maiz palomero y otro maiz con endospermo
contrastante para obtener poblaciones segregantes y usarlas para determinar relaciones de
causalidad entre marcadores y caracteres fenotipicos; sin embargo, existe una amplia diversidad
de tipos de endospermo diferentes al palomero, por lo que es importante definir el tipo de
endospermo que generé una poblacion apropiada para la seleccion de individuos en las dos colas
de la distribucion fenotipica ya que esta metodologia proporciona una alternativa rentable al
andlisis de toda la poblacion para el genotipeo selectivo que haga posible el mapeo genético del
fendmeno de reventado en maiz palomero (Sun et al., 2010).

Se sabe que algunas caracteristicas fisicas y morfoldgicas del grano como tamafio,
disposicion cristalina en el endospermo, dureza, relacién amilosa/amilopectina, un mayor
empaquetamiento fibrilar en el pericarpio, porosidad, contenido de humedad y proteinas del
endospermo Yy del pericarpio, influyen de manera decisiva en el reventado y la formacion de
palomitas en los maices palomeros (Borras et al., 2006; Dong et al., 2015; Ertas et al., 2008;
Gokmen, 2004; Hoseney et al., 1983; Park et al., 2000).

Lo anterior pone de manifiesto que hacen falta estudios que aborden la influencia de los
diferentes tipos de endospermo sobre los caracteres de mayor interés en cruzas con maiz
palomero que produzcan patrones de segregacion que expongan de manera mas clara las bases
genéticas que determinan la capacidad de reventado del maiz palomero, por lo que el presente
estudio tuvo como objetivos: 1) analizar los patrones de segregacion en las poblaciones F»
derivadas de siete cruzas entre maiz palomero x no palomero, 2) determinar la cruza mas
apropiada para futuros estudios moleculares en la busqueda de marcadores relacionados con la
capacidad de reventado y 3) determinar el nimero de genes relacionados con el volumen de

expansion.
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1.3. Materiales y métodos

1.4.1 Obtencidn de las poblaciones de analisis

Se utilizaron ocho CMLs (CIMMYT Maize Lines) adaptadas a Valles Altos (Cuadro 1),
facilitadas por el Banco de Germoplasma de Maiz del Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (http://hdl.handle.net/11529/10246). La linea CML561 fue seleccionada, mediante
pruebas de reventado, como la linea parental femenina, ya que mostré un volumen de expansién

superior al resto de las lineas evaluadas.

Cuadro 1.1. Descripcion de las CMLs adaptadas a Valles Altos, utilizadas como parentales

para formar siete cruzas.

. VE
Linea ID DMF’  DFF'f TE (cm330g™Y)

CML240 18199 80 86  Semidentado 65
CML246 18204 85 90  Semidentado 95
CML457 25781 88 90  Dentado 118
CML459 25783 84 89  Semidentado 67
CML461 25785 84 85 Dentado 96
CML527 27451 81 86  Semidentado 135
CML558 28117 90 94 Cristalino 215
CML561 28120 89 91  Palomero 460

ID: Registro en el Banco de Germoplasma; VE: Volumen de Expansion. '/DFM y "'DFF: Los
datos corresponden al promedio de los dias a floracion registrados en los ciclos: P-V, 2016 y P-
V, 2017 en la localidad de COLPOS- Montecillo, asi como los datos reportados en la base de
datos del MGB del CIMMYT.

1.4.2. Obtencion de la poblacién de analisis F2

Durante el ciclo Primavera-Verano (P-V) 2015, en la estacion experimental del CIMMYT
ubicada en Metepec, Estado de México, en el Valle de Toluca con una altitud de 2,670 metros,
en el paralelo 19°15'00" latitud Norte y 99°36'10" longitud Oeste (EMM, 2018). En esta
localidad se formaron las cruzas biparentales de estas lineas, para lo cual se establecieron los
parentales sembrando 110 semillas de cada linea de maiz, repartidas en parcelas de siete surcos
de 5.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una distancia de siembra de 0.50 m. Las cruzas

biparentales se realizaron mediante polinizaciones planta a planta.
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Los ciclos P-V de 2016 y 2017 se llevaron a cabo en el campo experimental del Colegio de
Postgraduados (COLPQOS) ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México, con una altitud
de 2,250 metros, en el paralelo 19°23'40" latitud Norte y 98°39'28" longitud Oeste (EMM,
2018). En el ciclo P-V de 2016 se sembraron 600 semillas de cada poblacion Fi, repartidas en
parcelas de 20 surcos de 9.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una distancia de siembra de
0.30 m, en las cuales se realizdé una polinizaciébn manual mediante autofecundaciones para
obtener la poblacion Fo..

En el ciclo P-V de 2017, se sembraron, 600 semillas de cada poblacion F; repartida en
parcelas de 20 surcos de 9.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una distancia de siembra de
0.30 m y se autofecundaron para incrementar las poblaciones segregantes, las cuales
constituyeron las poblaciones de analisis, en este ciclo se sembraron los parentales con el fin de
fenotiparlos. En cada ciclo agricola se aplicaron las labores culturales propias del cultivo y de

la zona.

1.4.3. Fenotipeo de segregantes F

Las poblaciones de andlisis se cosecharon en el ciclo P-V de 2017, una vez que llegaron a
madurez fisioldgica, con un contenido de humedad de 16 + 2 %, cada mazorca F se identifico
con una etiqueta y se almacenaron en un cuarto a temperatura ambiente. Se tomd una muestra
de 30 g de cada mazorca y se colocaron en una cdmara de ambiente controlado (CONVIRON
S10H, Serie 970106, Winnipeg, Manitoba, Canada) a una temperatura de 21 °C al 70 % de
humedad relativa durante 30 dias donde alcanzaron un porcentaje de humedad de 13.5 + 0.5 %.

Para la evaluacion de los caracteres morfoldgicos se siguio la metodologia desarrollada por
The lowa State University Popcorn Program, la cual consiste en reventar la muestra en un horno
de microondas convencional colocando la muestra en una bolsa de papel de estraza de 250 cm?®
de capacidad, realizando dobleces para evitar la salida de los granos reventados la cual se
introdujo en un horno de microondas convencional de 1000 W (DAEWOO KOR-164HL,
Meéxico) por un tiempo de 2:45 min al 70 % de potencia (Ziegler, 2001).
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1.4.4. Caracteres evaluados

¢ Volumen de expansién (VE). Para cada poblacion, las muestras se tomaron al azar y se
sometieron a las condiciones de reventado descritas. Se midio el volumen total del grano
reventado en cm? 30g™ y se realiz6 un ajuste restando el volumen de los granos antes de reventar.

e Forma de la palomita. Se obtuvo mediante una escala visual del 1 al 5, asignando el valor
de 1 a una expansion redondeada (hongo), 3 a una expansion bilateral y 5 a una expansién
multilateral (mariposa).

e Porcentaje de granos no reventados (GNR). Se obtuvo mediante la siguiente formula:

Peso de granos no reventados (g)

GNR x 100

~ Peso total de muestra reventada (g)

1.4.5. Analisis estadistico

Se analizé la capacidad de reventado de cada cruza biparental a través del caracter VE,
realizando una prueba grafica de normalidad y de distribucién de frecuencias fenotipicas para
observar la simetria de las distribuciones y detectar la poblacion con el intervalo intercuartilico
mas amplio (Sun et al., 2010). El célculo para detectar las diferencias entre tipos de endospermo
para los caracteres evaluados, se obtuvo a través de la prueba no paramétrica de comparacion
de medianas Kruskal-Wallis o prueba de H con un nivel de significancia 0=0.05, la cual no
asume normalidad en los datos, asi como del analisis del peso combinado de las colas con
respecto a la media (K) y el coeficiente de asimetria de Fisher (AsF). Se utiliz6 el software R

(version 3.5.3) con la paqueteria “agricolae” (https://CRAN.Rproject.org/package=agricolae).

La estimacion del numero de genes involucrados en el VE se realiz6 mediante la féormula
logaritmica para un caracter poligénico (1/4)", donde n es igual al nimero de genes involucrados
en el carécter de interés, este valor denota la frecuencia de la clase fenotipica con igual nivel de
expresion que el parental superior (Beadle, 1939). Posteriormente y a manera de validacion, se

realizo la prueba de Ji-cuadrada (X?) con los datos fenotipicos de cada poblacion. Para el valor
de tablas ( Xf ) se usaron n-1 grados de libertad, donde n es el nimero de grupos de clasificacion

de las frecuencias esperadas con un nivel de significancia a=0.05. Las frecuencias fenotipicas
esperadas se estimaron de manera empirica con la formula de la distribucién binomial
acumulativa, lo cual permitié realizar agrupaciones de los fenotipos, quedando de la siguiente

manera: G1: individuos homocigotos con un VE similar al P1; G2: individuos homocigotos con
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un VE similar al del P2; G3:individuos heterocigotos con VE intermedio, igual y superior al P1
para detectar segregacion transgresiva (Garcia-Ledn et al., 2018). Se formul6 la hipotesis para
la prueba de X? bajo el supuesto de que la capacidad de reventado en maiz palomero esta
condicionada por tres a cinco genes de efectos aditivos con el mismo efecto bajo una
segregacion mendeliana de 1:2:1 esperada en una F» (Ashman, 1983; Babu et al., 2006; Coan et
al., 2019; Lu et al., 2003, Ziegler, 2001); de esta forma, la hipotesis se probd con las frecuencias
esperadas para tres hasta seis genes posibles; por ejemplo, si la capacidad de reventado estuviera
condicionada por tres genes, la frecuencia esperada de individuos homocigotos iguales al

parental palomero seria de 1/64 (1.6 % de los individuos).

1.4. Resultados y discusion

1.5.1 Andlisis de los patrones de segregacion

Los patrones de segregacion de las poblaciones F» de siete cruzas de maiz palomero x no
palomero, agrupadas por tipo de endospermo con su respectiva prueba grafica de normalidad
para el caracter VE, se muestran en las Figuras 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4. La distribucion mostro
diferencias en cuanto a longitud y peso de las colas, asi como individuos extremos que superan

a los parentales; es decir, se observo segregacion transgresiva.

Individuos a) 600 - b)
0.12 0
15
30 500 A
45 2
008 p=215 60 S 400 A
.3 @
5 75 o 2
3 © 300 -
= o
2 =
= 004 > 200 A
100 A
0.00 0-
r T T T T T 1
0 200 400 600 -3 -2 -1 0 1 2 3
VE (cm?® 30g™) Distribucién esperada

Figura 1.1. Frecuencia fenotipica (a) y prueba de normalidad grafica (b) para el caracter
VE evaluado en la poblacion F2 derivada de la cruza biparental CML561 x CML558, con

endospermo cristalino.
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Existen diferencias apreciadas en el VE en funcién del tipo de endospermo, ello indica que
el comportamiento del carécter estd definido por varios genes de accion aditiva con diferentes
efectos. Un factor importante para favorecer el VE hace referencia a una disposicion mas
cristalina de la celulosa en el endospermo y la presencia de cuerpos proteicos compactos en las
capas externas del mismo, es especial las a-zeinas (Borras et al., 2006; Sweley et al., 2013),
pues intervienen directamente en el reventado y la formacién de las palomitas, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos, pues la cruza de endospermo cristalino presentd un mayor VE
(Figura 1.1), que en las cruzas con endospermo dentado y semidentado (Figuras 1.2, 1.3y 1.4),

debido principalmente al arreglo poligonal del almidén (Babu et al., 2006; Borras et al., 2006;

Dong et al., 2015; Hoseney et al., 1983; Lee et al., 2007; Park et al., 2000).
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Figura 1.2. Frecuencia fenotipica y prueba de normalidad grafica para el caracter VE
evaluado en las poblaciones F2: CML561 x CML461 (a, b); CML561 x CML457 (c, d), con

endospermo dentado.
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Figura 1.3. Frecuencia fenotipica y prueba de normalidad grafica para el caracter VE
evaluado en las poblaciones F2: CML561 x CML240 (a, b); CML561 x CML246 (c, d), con

endospermo semidentado.
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Figura 1.4. Frecuencia fenotipica y prueba de normalidad grafica para el caracter VE
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endospermo semidentado.
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En otros estudios se ha demostrado que el pericarpio y el almiddon son factores importantes
para el proceso de reventado, debido a las propiedades fisicas de cada uno en cuanto a la
capacidad de transferir calor, siendo el pericarpio en maices palomeros 2.9 veces mas eficiente
en la difusion de calor dentro del grano y por la estructura del almidén cristalino, presenta dos
veces mayor conductividad que en maices no palomeros (daSilva et al., 1993; Hoseney et al.,
1983). En cuanto al pericarpio (hemicelulosa, celulosa y pectinas), experimentara la transicion
de cristales en la gelatinizacion antes de la expansion del almidon (Gokmen, 2004), por ello se
debe considerar la resistencia mecanica; que en maices palomeros es aproximadamente cuatro
veces mayor que en maices no palomeros, lo que significa que estos granos pueden soportar la
presion requerida (9.2 atmosferas) para favorecer los procesos de nucleacion (equilibrio
dindmico del agua contenida en las células), apertura celular, ruptura y contraccién que se
presenta al aumentar la temperatura (180°C) lo cual provoca la formacion de la palomita (Mishra
et al., 2014; Sweley et al., 2013; van der Sman y Bows, 2017).

En cuanto a la segregacion transgresiva observada en todas las poblaciones segregantes, se
sabe que es mas comun en poblaciones segregantes de hibridos biparentales que en poblaciones
silvestres, la explicacién mas aceptada para ello es que existen alelos complementarios de
efectos aditivos en ambos parentales con efectos opuestos dentro de las lineas y que difieren de
las frecuencias fenotipicas predichas de los parentales (Rieseberg et al., 1999). Existen casos en
los que la segregacidn transgresiva es el resultado de alelos recesivos raros, esto es mas evidente
en cruzas interespecificas.

Asumiendo la teoria sobre genes complementarios, una de las predicciones es que la
complementariedad se construye mas facilmente en poblaciones autbgamas o lineas, que en
poblaciones alégamas, es por ello que cuando se hace una cruza biparental, los individuos
transgresivos se observan en la F2, como se presentd en las poblaciones evaluadas en este
estudio, lo cual concuerda con otra prediccion que sugiere que la transgresion esta
correlacionada positivamente con la divergencia entre los parentales utilizados en la formacion
de un hibrido simple, una explicacion alternativa es que la heterosis juega un papel importante
en este efecto e implica la sobredominancia o la dominancia parcial de un locus en individuos
heterocigotos como una segunda causa probable de la segregacion transgresiva (Rieseberg et
al., 1999).
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Una explicacion adicional para la presencia de segregacion transgresiva en todos los grupos
de segregantes es que posiblemente todas las poblaciones poseen alelos favorables para
reventado y que la diferencia radica en la frecuencia de éstos, siendo mayor en los maices
palomeros que en aquellos con diferente tipo de endospermo, los cuales para exhibir capacidad
de reventado requieren de un umbral minimo en la frecuencia de alelos favorables, es por ello
que los segregantes comienzan a mostrar capacidad de reventado con magnitudes relativamente
altas. La baja frecuencia que aqui se postula de alelos favorables presentes en las lineas no
palomeras no permite alcanzar el umbral de reventado a las lineas per se y a una proporcion
considerable de segregantes de la cola izquierda de la distribucion; y en el sentido opuesto, en
la cola de la derecha el fendbmeno de recombinacion mei6tica posibilita la conjuncion de alelos
favorables en los individuos segregantes F2 con frecuencias arriba de las del parental palomero,

induciendo asi la referida segregacion transgresiva.

1.5.2. Volumen de Expansion (VE)

En el Cuadro 2 se presenta la prueba H, coeficiente de asimetria de Fisher y nivel de
curtosis, para los caracteres evaluados en poblaciones segregantes F» de siete cruzas de maiz
palomero x no palomero. La prueba de H mostré que la cruza CML561 x CML558 con
endospermo cristalino presento superioridad estadistica en la mediana con respecto a las demés
cruzas, asi mismo mostré una media superior (215 cm?® 30g%), seguida de las cruzas CML561 x
CML527 (183.93 cm® 30g™?) y CML561 x CML246 (183.20 cm® 30g") ambas con endospermo
semidentado. La cruza CML561 x CML457 presentd inferioridad estadistica de acuerdo a la
prueba de H y a la media del VE (130.65 cm? 30g™2).

Los resultados obtenidos difieren de lo reportado por Robbins y Ashman (1984), quienes
evaluaron la correlacion entre VE y el tipo de endospermo en cruzas de maiz palomero x dentado
y palomero x cristalino, concluyendo que, ambos tipos de cruzas presentaron rangos de
expansion similares y sugieren que el VE podria recuperarse facilmente. En cuanto a la
influencia del endospermo dentado, Dofing et al. (1990) determinaron la heredabilidad del VE
y los componentes del rendimiento, en dos cruzas de maiz palomero x dentado. Sus resultados
demuestran que los efectos genéticos de dominancia dieron un mayor rendimiento de grano,

pero un VE mas bajo en estas cruzas, lo cual concuerda con nuestros resultados.
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Un factor a considerar es que el endospermo opaco tiene grandes granulos de almidén con
muchas bolsas de aire entre ellos y por ello no expande ni se gelatiniza ya que el vapor se escapa
y la presion disminuye, mientras que el endospermo cristalino tiene granulos densamente
empacados, los cuales permiten que gelatinice y se expanda en forma de palomita (Hoseney et
al., 1983); asi mismo, los cultivares que muestran buen reventado tienen un alto nivel de amilosa
(27 %) contenida en el almidon (Mishra et al, 2014; Sweley et al., 2013). Lo anterior concuerda
con los resultados de Babu et al. (2006), quienes evaluaron una cruza de maiz palomero x
cristalino, para aportar informacion sobre la influencia de este tipo de endospermo en el
incremento del VE y reportaron que en el endospermo cristalino existen cuatro QTL con efectos
aditivos que explican el 62 % de la varianza fenotipica, entonces, estas poblaciones podrian
emplearse en programas de retrocruzamiento o de seleccién recurrente (Vieira et al., 2016).

En un estudio reciente Coan et al. (2019), evaluaron tres cruzas biparentales de maiz
palomero x maiz con endospermo cristalino en cuatro generaciones (F1, F2, BC1-palomero, BC1-
cristalino), reportando que el VE esta controlado por dos tipos de herencia: un gen de efectos
mayores, junto con genes menores de efecto aditivo y genes menores de efecto dominante.

Los resultados reportados en este trabajo sugieren que aunque las lineas con endospermo
dentado y semidentado no superaron a la cruza de las lineas palomero x cristalino, es razonable
pensar que poseen alelos favorables de efecto aditivo, ello se refleja en los individuos
transgresivos presentes en todas las poblaciones, asi mismo se asume que el endospermo
cristalino posee una mayor frecuencia de alelos favorables que al cruzarse con la linea palomera

estos genes confieren una ganancia en la expresion del caracter.

1.5.3. Forma de la palomita

La prueba de H mostro que la cruza con endospermo cristalino fue superior estadisticamente
con una forma mas tendiente al tipo mariposa, no asi para la cruza CML561 x CML457 y
CML561 x CML240 de endospermo semidentado y dentado, respectivamente. La expansion
multilateral o de tipo mariposa fue mas comdn en el endospermo cristalino y la expansion
bilateral en las poblaciones de endospermo harinoso. La forma de las palomitas determind en
gran parte el VE, debido al espacio que ocupan las palomitas en el contenedor; es ademas un
factor importante para su empaquetamiento, debido a que de ello depende el nimero de piezas
por contenedor y el destino de la produccion, pues se prefieren reventados tipo hongo para la
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industria y tipo mariposa para la distribucion en cines y tiendas comerciales para el consumo en

los hogares, por la fragilidad de las palomitas (Sweley et al., 2013; Ziegler, 2001).

1.5.4 Porcentaje de granos no reventados (GNR)

La prueba de H mostro un mayor GNR en las cruzas CML561 x CML558 y CML561 x
CML457 con endospermo cristalino y dentado, lo cual hace referencia a un caracter no deseado
en estas poblaciones. La cruza con endospermo dentado también presentd el menor VE, lo cual
demuestra su poca capacidad de expansion, de acuerdo con lo que se esperaba, pues los
caracteres tienen una correlacion negativa. En el caso de la cruza cristalina la situacién fue
diferente, pues ésta presentd el VE mas alto; una posible explicacion es que una vez que han
reventado los granos, éstos bloguean el paso del calor hacia los granos que estan comenzando a
calentarse, por lo que dichos granos no alcanzan la temperatura 6ptima para completar dicho
proceso (van der Sman y Bows, 2017). EI mayor GNR se present6 en la cruza con endospermo
cristalino (18 %), en las cruzas con endospermos dentado y semidentado este porcentaje fue
menor al 13 %. En estudios fisicoquimicos se ha demostrado que el GNR y el VE estan
relacionado con el nivel de zeinas (a-zeinas), acido linoleico y amilosa lixiviada, complejo que

contribuye a la rigidez de las membranas, lo que permite mayores presiones (Borras et al., 2006).

1.5.5 Asimetria de Fisher y nivel de curtosis

Al evaluar la distribucién de las poblaciones con respecto a la media se observa que el VE
y GNR, presentaron asimetria positiva; es decir, el peso de la cola derecha fue superior y distante
de la media, no asi para forma que presento asimetria negativa, con un peso de la cola izquierda
superior a la media. El nivel de curtosis revel6 valores positivos en la mayoria de los caracteres
y tipos de endospermo, lo que implica que el peso de las colas fue mayor que en una distribucion
normal, excepto en forma, con valores inferiores en las cruzas con maiz dentado y semidentado.
El coeficiente de curtosis mas alto se presentd en las poblaciones con endospermo dentado, con
una distribucidn leptocurtica; es decir, con el mayor nimero de individuos en la regién central
de la distribucion y el coeficiente mas bajo se presenté en la poblacion con endospermo
cristalino, con una distribucidn platicurtica; es decir, una baja concentracion de individuos en la
region central. La asimetria y niveles de curtosis diferentes a cero se deben al efecto de los

individuos transgresivos, lo cual se hace evidente al observar la distribucion intercuartil.
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Cuadro 1.2. Caracteres morfoldgicos evaluados en el grano y las palomitas de siete poblaciones F2 derivadas de las cruzas entre

el progenitor palomero CML561 x progenitores no palomeros.

Volumen de Expansion Forma de Palomita GNR
Cruza (cm® 30g™%) (%)
Media AsF K Media AsF K Media AsF K
CML561 x CML240 139.80 + 7463 d 0.91 1.77 271 + 138 d 0.20 -1.20 12.00 £ 1570 b 2.70 8.41
CML561 x CML246 183.20 + 88.80 b 0.94 1.30 312 + 130 ¢ -0.07 -0.89 9.01 + 13.18 ¢ 2.90 10.11
CML561 x CML457 130.65 + 8350 e 1.50 3.08 273 £ 142 d 019 -1.34 12.44 + 12.00 a 2.14 6.80
CML561 x CML459 132,20 + 73.00 de 1.08 1.52 3.00 + 153 ¢ -0.03 -1.40 9.34 + 10.28 b 2.80 10.40
CML561 x CML461 164.40 + 8540 c¢ 1.04 1.73 352 + 122 b -0.35 -0.81 10.37 £ 12.40 b 3.00 12.11
CML561 x CML527 18393 + 86.09 b 0.79 1.21 363 £ 1.11 b -0.60 0.30 8.81 + 10.00 b 3.00 14.00
CML561 x CML558 21540 + 108.71 a 0.70 0.54 401 £ 115 a -1.16 0.46 18.31 + 22.03 a 1.73 242

GNR: Porcentaje de granos no reventados; AsF: Coeficiente de asimetria de Fisher; K: nivel de curtosis. Media (£ SD). Prueba de

medianas, letras iguales no son estadisticamente diferentes (H,_o0s).
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1.5.6. Numero de genes que condicionan el VE en las cruzas biparentales evaluadas

En el Cuadro 3 se muestra la prueba X2 de las siete cruzas palomero x no palomeros y la
estimacion del namero de genes. Bajo el supuesto de que el VE esta condicionado por 3,4, 5,y
6 genes mayores de efectos aditivos y que todos los genes tienen el mismo efecto, el nimero de
genes que definen el VE en las poblaciones F, evaluadas varia de cuatro a cinco, lo cual indica
que se trata de un caracter que esta controlado por relativamente pocos genes, probablemente
de efectos aditivos, lo que concuerda con lo reportado en otras investigaciones (Ashman, 1983;
Coan et al., 2019; Lu et al., 2003, Ziegler, 2001).

En estudios gendmicos realizados por Babu et al. (2006) y Dong et al. (2015) se reportaron
cuatro regiones genémicas asociadas al volumen de expansion, lo cual concuerda los resultados
de la presente investigacion. Otros estudios reportan algunos genes candidatos que estan
implicados en la sintesis de polisacaridos de almidén, &cido linoleico, amilosa, proteinas de
almacenamiento o-zeinas, lipidos y pared celular, relaciones que difieren entre los tipos de
endospermo en maiz, pero que incrementan el VE (Paes et al., 2016), lo que sugiere que los
pocos genes involucrados sean quizas de accion pleiotropica en caracteristicas morfoldgicas del
grano y del endospermo.

Se debe considerar que los caracteres evaluados son complejos y estan afectados por otros
factores como el método de reventado utilizado (olla con aceite, horno de microondas, aire
caliente, arena), tamafio, volumen y contenido de humedad del grano, genotipo, procedimiento
de secado, cantidad de dafio en el pericarpio y endospermo, entre otros (Allred-Coyle et al.,
2002; Ertas et al., 2008; Gokmen, 2004; Hoseney et al., 1983; Lee et al., 2007; Ziegler, 2001),
lo que apunta hacia una herencia multifactorial, ademé&s de que hay caracteristicas ambientales
que modifican la expresion del VE, por lo que su estudio es mas complejo; sin embargo, las
estimaciones de heredabilidad alta (0.62 a 0.96) sugieren que el efecto ambiental es de menor
peso, debido a que la heredabilidad esta inversamente relacionada con la magnitud de los efectos

ambientales sobre el rasgo (Gokmen, 2004; van der Sman y Bows, 2017).
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Cuadro 1.3. Frecuencias fenotipicas observadas y esperadas de las poblaciones F2 derivadas de las cruzas entre el progenitor
palomero CML561 x progenitores no palomeros, de acuerdo a los grupos de clasificacion.

PM Gl G2 G3 )
Cruza (14 X7  Genes
VE E O E 0] E @]
561 x 240 263 0 O 0 1 420 402 - 3.3 5
561 x 246 278 2 3 2 1 429 448 3.6 1.8 4
561 x 457 289 2 2 2 1 462 483 4.0 15 4
561 x 459 264 1 0 1 1 514 522 - 1.1 5
561 x 461 278 2 4 2 3 519 542 3.5 3.5 4
561 x 527 298 2 0 2 4 437 458 - 5.0 4
561 x 558 338 2 3 2 3 393 404 3.6 1.3 4

PM: parental medio (cm?® 30g™?), E: frecuencia absoluta esperada, O: frecuencia absoluta observada, G1: individuos homocigotos con
el mismo VE que el P1, G2: individuos homocigotos con el mismo VE que el P2, G3: individuos heterocigotos con VE intermedio,

igual y superior al P1; 3 grados de libertad; th e 5.991.

a=0.
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1.6. Conclusiones

Los resultados indican que la poblacion con la asimetria y el nivel de curtosis mas cercanos a
cero, asi como la mas divergente y por tanto mas apropiada para estudios moleculares asociados a
la capacidad de reventado en maiz palomero, es la poblacion segregante derivada de la cruza
biparental CML561 x CML558, con endospermo cristalino.

El nimero de genes que definen la capacidad de reventado en las poblaciones analizadas en

este estudio, varia de cuatro a cinco genes.
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CAPITULO II. DETECCION DE REGIONES DEL GENOMA DEL MAIZ PALOMERO
ASOCIADAS AL VOLUMEN DE EXPANSION MEDIANTE ANALISIS DE
SEGREGANTES EN MASA

2.1. Resumen

En los maices palomeros mexicanos se ha hecho poca seleccion para el incremento del volumen
de expansion (VE) y rendimiento. Las herramientas moleculares para asistir al mejoramiento
genético son cada vez mas accesibles, lo cual representa un apoyo en la seleccion de los individuos
de interés. Los objetivos del presente estudio fueron: 1) detectar regiones gendmicas asociadas al
VE en una poblacién F> derivada de la cruza biparental entre la linea palomera CML561 x CML558
de endospermo cristalino, siguiendo la metodologia de analisis de segregantes en masa 0 BSA y 2)
identificar marcadores moleculares y genes candidatos con efectos causales sobre el volumen de
expansion. Un total de 100 individuos segregantes fueron seleccionados y agrupados en dos
conjuntos contrastantes por VE de acuerdo con el analisis BSA. Los individuos se secuenciaron
individualmente en la plataforma DArTseq, incluyendo las lineas parentales. Los datos genémicos
fueron filtrados, eliminando SNP monomadrficos y frecuencias del alelo menor inferiores al 5 %
(MAF < 0.05), se selecciond el 10 % efectivo de alelos, basado en la entropia de Shannon-Weaver
(H= 0.10) resultando un total de 553 SNP polimorficos. El andlisis de asociacion se realiz6 con
modelos lineales mixtos en ambos grupos con el programa GAPIT. Se realiz6 una bldsqueda con
de la herramienta basica de busqueda de alineacién local, con los diez marcadores mas
informativos. Las relaciones causales con el VE mostraron una alta correlacion con la estructura
de la poblacién analizada. Los marcadores se ubicaron en los cromosomas: 1, 2, 3, 4,5, 7, 8 y 10.
Los genes candidatos, en su mayoria estuvieron relacionados con la estructura de la pared celular,
factores de transcripcion, proteinas asociadas a la membrana y el complejo transportador
transmembranal, lo que infiere que la pared celular y el pericarpio como parte estructural externa,
son las estructuras fisicas mas influyentes del grano sobre el volumen de expansion en maiz

palomero.

Palabras clave: Zea mays L., volumen de expansion, analisis de segregantes en masa,

polimorfismos de nucleédtido individual, analisis del genoma completo.
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CHAPTER Il. DETECTION OF GENOME REGIONS IN POPCORN ASSOCIATED
WITH POPPING EXPANSION THROUGH BULK SEGREGANT ANALYSIS

2.2. Abstract

In Mexican popcorn landraces little selection has been made to increase the popping expansion
(PE) and vyield. Molecular tools to assist in genetic improvement are becoming more available,
which represents a support tool for the selection of target individuals. The aims of the present study
were: 1) to detect genomic regions popping-expansion-associated in a F> population derived from
a biparental cross between the popcorn line CML561x CML558 flint endosperm line, following
the bulk segregant analysis and 2) to identifying molecular markers and candidate genes with PE
causal effects. A total of 100 segregating individuals were selected and grouped in two contrasting
bulks by PE according to BSA those were sequenced individually on the DArTseq platform,
including parental lines. Genomic data were filtered, eliminating monomorphic SNP and Minor
Allele Frequencies less than 5 % (MAF < 0.05), effective 10 % SNP based on the Shannon-Weaver
entropy was selected (H = 0.10), resulting in 553 polymorphic SNP. The association analysis was
performed with Mixed-Linear-Models in both groups with the software GAPIT. A search was
performed using the basic local alignment search tool with the top ten informative markers. The
causal effects popping-expansion--related showed a high correlation with the population structure.
The associate markers were located in Chromosomes: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 and 10. Candidate genes
were related with the cell wall structure, transcription factors, membrane-associated-proteins and
the transmembrane transporter complex, which suggesting that cell-wall and pericarp as external

structural part of the kernel are the most influential physical structures popping-expansion-related.

Keywords: Zea mays L., popping expansion, Bulk Segregant Analysis, Single Nucleotide

Polymorphisms, Genome-wide Association Study.
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2.3. Introduccién

El uso de herramientas moleculares para asistir al mejoramiento genético (Marker Assisted
Selection) es cada vez mas accesible, lo cual representa un ahorro en tiempo y recursos, al tratarse
de una evaluacion temprana y no destructiva de los genotipos en la bldsqueda de genes que se
expresan en determinadas etapas del desarrollo (Collard y Mackill, 2008). Dada la gran cantidad
de marcadores disponibles y la velocidad de secuenciacion, el costo es relativamente bajo,
considerando que los polimorfismos de nucledtido individual o SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) son un tipo de marcador adecuado para el genotipeo de calidad en cultivos
(Semagn et al., 2014).

Para ello, las tecnologias de Genotipeo por secuenciacion o GbS (Genotyping-by-sequencing)
y DArTseq (Diversity Arrays Technology), han evolucionado como uno de los principales métodos
de secuenciacion, cada uno adaptado a diferentes aplicaciones; por ejemplo, el GbS (Elshire et al.,
2011) genera una densidad muy alta de marcadores (> 800 mil SNP), estos datos se utilizan de
manera efectiva en estudios que emplean poblaciones estructuradas donde la imputacion se
implementa con alta precision sobre los datos faltantes y es critico en estudios que involucran una
asociacion amplia del genoma (GWAS). En contraste, la tecnologia DArTseq (Sansaloni et al.,
2011) genera una menor densidad de marcadores (50 a 350 mil SNP) pero con una cobertura mucho
mayor y niveles méas bajos de datos faltantes (< 20 %) para el caso de maiz (Chen et al., 2016); asi
mismo, son utilizados en muestras heterogéneas, la seleccién gendmica y en estudios de diversidad.

En maiz palomero, las investigaciones con el uso de herramientas moleculares vy
bioinformaéticas han ido en aumento, ejemplo de ello son los diversos estudios desarrollados con el
objetivo de identificar alelos involucrados en caracteres de interés, como: volumen de expansion,
forma de palomita, granos no reventados, peso de grano y rango de expansion, en los cuales se han
reportado desde tres hasta 9 mQTL (Apéndice 1). Los estudios realizados para afirmar lo anterior
se basan en poblaciones F2, F3 BC1, BC,, BCaF2, y RILs de cruzas biparentales entre lineas de
endospermo dentado y/o cristalino por una linea palomera, asi como en poblaciones y lineas de
maiz palomero y maiz dentado, utilizando marcadores tipo SSR y SNP (Babu et al., 2006;
Dhliwayo, 2008; Dong et al., 2012, 2015; Li et al., 2006, 2007, 2008, 2009; Liu et al., 2008; Lu et
al., 2003; Paes et al., 2016; Senhorinho et al., 2019); sin embargo, son pocos los QTL consenso
reportados, debido a factores como la interaccion con el ambiente y a que lo analisis estadisticos

son sensibles al tipo de poblacion de analisis utilizada (Coan et al., 2019; Dhliwayo, 2008;
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Senhorinho et al., 2019). Algunos estudios han involucrado al maiz dentado como uno de los
parentales en los andlisis genéticos; sin embargo, los esfuerzos para desentrafiar informacion sobre
la contribucion del maiz cristalino no palomero para un mayor volumen de expansion han sido
limitados (Babu et al., 2006; Coan et al., 2019; Robbins and Ashman, 1984).

Una estrategia que proporciona una alternativa rentable al analisis de toda la poblacion para el
genotipeo selectivo que haga posible el mapeo genético del fendmeno de reventado en maiz
palomero es el analisis de segregantes en masa, conocido como analisis BSA (Bulk Segregant
Analysis), en el cual se analizan genotipicamente individuos que presentan fenotipos extremos del
caracter de interés (generalmente las dos colas de una poblacidn segregante), que se encuentren en
desequilibrio de ligamiento, para identificar polimorfismos asociados al gen o genes de interés.
Este método fue propuesto por Michelmore et al. (1991) utilizando marcadores moleculares
RAPD. El método consiste en comparar dos grupos extremos de muestras de ADN (bulks), de
individuos pertenecientes a una poblacién segregante. Los grupos contrastantes se conforman
mediante observaciones fenotipicas en la que los individuos son agrupados por similitud para un
caracter o gen de interés, se analizan independientemente, utilizando técnicas como el GbS o
DAIrTseq, pues es relativamente barato y rapido, ademas de que posibilita el uso de marcadores de
alta densidad como los polimorfismos de nucleotido individual o SNP y por ello la precision de la
secuenciacion aumenta.

Una herramienta biométrica para la seleccion confiable de los datos genotipicos es la
identificacion de los marcadores mas informativos sobre el cardcter de interés, utilizando la
diversidad basada en el indice estandar de biodiversidad especifica Shannon-Weaver (H), utilizado
para las comunidades ecolégicas. Los exponenciales de Shannon y la informacion de la poblacién,
se destacan en su capacidad para expresar la diversidad de manera intuitiva y proporcionan un
método generalizado de considerar el comportamiento a nivel de variantes alélicas para hacer
predicciones, bajo condiciones especificas. La naturaleza jerarquica de la entropia y la informacion
permite el modelado integrado de la diversidad a lo largo de una secuencia de ADN vy entre
diferentes secuencias dentro y entre poblaciones, especies, etc. Lo que se busca es identificar las
conexiones formales entre la diversidad genética o variantes alélicas y el flujo de informacién
fenotipica (Sherwin, 2010).
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Con este fin, se pueden identificar los marcadores moleculares mas informativos, utilizando la

férmula:
2
H=- Z p; logp;
i=0

Donde i este caso i =0, 1, 2 corresponde a la "proporcion del alelo” (0 = aa, 1 = Aa, 2 = AA)
y p; se refiere a la frecuencia alélica correspondiente. Por lo tanto, este indice se puede calcular
para cada marcador. Los valores altos de H estan asociados con una mayor diversidad. EI nimero
efectivo de alelos basados en la entropia de Shannon, se puede obtener tomando el exponencial de
H, es decir n, = exp(H); sin embargo, dado que n, aumenta a medida que H aumenta, basta con
clasificar los marcadores de acuerdo con H, en el cual sus valores oscilan generalmente entre 2, 3
y 4. Se interpreta que valores menores a 2 son sistemas con una diversidad relativamente baja,
mientras que los mayores a 3 son altos; es asi que para identificar los marcadores mas informativos,
se puede calcular el indice de Shannon y seleccionar una fraccion de los marcadores, por ejemplo,
el 10% superior de esos marcadores.

Es evidente el rezago en la mejora genética de las razas de maiz palomero en México, ello
coloca a estos maices de usos especiales en una situacién de vulnerabilidad; sin embargo, existen
herramientas moleculares e informaticas, como las mencionadas, las cuales se podrian utilizar para
realizar un acercamiento a las regiones genémicas asociadas al volumen de expansion (VE),
caracter de mayor interés, a través de herramientas como el DArTseq con el uso de marcadores de
alta densidad como los SNP empleando el andlisis BSA y técnicas bioinformaticas como el uso de
la entropia de Shannon-Weaver, para la identificacion de los marcadores mas informativos, lo cual
hard posible identificar asociaciones causales. Por lo anterior el presente estudio tuvo como
objetivos: 1) Detectar regiones gendmicas asociadas al volumen de expansion a través de
marcadores de alta densidad SNP, en una poblacién segregante derivada de una cruza biparental
entre una linea de maiz palomero x una linea no palomera de endospermo cristalino, siguiendo la
metodologia de analisis de segregantes en masa y 2) ldentificar los alelos con efectos causales
sobre el VE, asi como realizar una busqueda de genes por homologacion de secuencias, a través de

la herramienta basica de busqueda de alineacién local (BLAST).
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2.4. Materiales y métodos

2.4.1. Material genético

Se utilizaron ocho CMLs (CIMMYT Maize Lines) adaptadas a Valles Altos (Cuadro 2.1),
facilitadas por el Banco de Germoplasma de Maiz del Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (http://hdl.handle.net/11529/10246). La linea CML561 fue seleccionada, mediante
pruebas de reventado, como la linea parental femenina, ya que mostré un VE superior al resto de
las lineas evaluadas, posteriormente la poblacion F. derivada de la cruza biparental de la linea
palomera CML561 x CML558 con endospermo cristalino fue seleccionada con base en un anélisis
estadistico en el cardcter VE, pues los resultados indicaron que resulto ser la poblacién con la
asimetria y el nivel de curtosis mas cercanos a cero, asi como la mas divergente y por tanto mas

apropiada para estudios moleculares asociados a la capacidad de reventado en maiz palomero.

Cuadro 2.1. Descripcion de las CMLs adaptadas a Valles Altos, utilizadas como parentales

para formar siete cruzas biparentales.

1 T Tt VE
Linea ID DMF" DFF TE GH (cm? 30g™)

CML240 18199 80 86  Semidentado A 65
CML246 18204 85 90  Semidentado B, probador 95
CMLA457 25781 88 90  Dentado A 118
CML459 25783 84 89  Semidentado B 67
CML461 25785 84 85 Dentado AB 96
CML527 27451 81 86  Semidentado B 135
CML558 28117 90 94 Cristalino AB 215
CML561 28120 89 91  Palomero B 460

ID: Identificacion de la linea en el Banco de Germoplasma; TE: Tipo de Endospermo; GH: Grupo
Heterdtico; VE: Volumen de Expansion. 'DFM y TTDFF: Los datos corresponden al promedio de
los dias a floracién registrados en los ciclos: P-V, 2016 y P-V, 2017 en la localidad de COLPOS-
Montecillo, asi como los datos reportados en la base de datos del MGB del CIMMYT.

2.4.2. Obtencidn de la poblacion de analisis F2

Durante el ciclo Primavera-Verano (P-V) 2015, en la estacion experimental del CIMMYT
ubicada en Metepec, Estado de México, en el Valle de Toluca con una altitud de 2,670 metros, en
el paralelo 19°15'00" latitud Norte y 99°36'10" longitud Oeste (EMM, 2018). En esta localidad se

formaron las cruzas biparentales de estas lineas, para lo cual se sembraron 110 semillas de cada
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linea de maiz, repartidas en parcelas de siete surcos de 5.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una
distancia de siembra de 0.50 m. Las cruzas biparentales se realizaron mediante polinizaciones
planta a planta.

Los ciclos P-V de 2016 y 2017 se llevaron a cabo en el campo experimental del Colegio de
Postgraduados (COLPQOS) ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México, con una altitud de
2,250 metros, en el paralelo 19°23'40" latitud Norte y 98°39'28" longitud Oeste (EMM, 2018). En
el ciclo P-V de 2016 se sembraron 600 semillas de cada poblacién F1, repartidas en parcelas de 20
surcos de 9.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una distancia de siembra de 0.30 m, en las cuales
se realiz6 una polinizacion manual mediante autofecundaciones para obtener la poblacion Fo.

En el ciclo P-V de 2017, se sembraron, 600 semillas de cada poblacién F», repartidas en
parcelas de 20 surcos de 9.0 m de largo por 0.8 m de ancho, con una distancia de siembra de 0.30
m y se autofecundaron para incrementar las poblaciones segregantes, las cuales constituyeron las
poblaciones de analisis, en este ciclo se sembraron los parentales con el fin de fenotiparlos. Las
plantas se numeraron y etiquetaron, con el objetivo de mantener su identidad hasta la prueba de
expansion. Cuando la planta se encontraba en etapa de pre-antesis se colect6 tejido foliar, tomando
parte de la segunda y/o tercer hoja méas joven en direccion acropétala, colocandolas en bolsas de
papel encerado debidamente etiquetadas y en su conjunto en bolsas con cierre hermético para
mantenerlas aisladas de la humedad, las muestras se transportaron en hieleras con geles congelados
y se almacenaron en un ultracongelador a — 80°C (Thermo Scientific™, modelo 88500V, Madrid
Espafia) para la posterior extraccion del ADN de los individuos seleccionados por VE.
Posteriormente se realizé la autopolinizacion de cada planta para obtener la poblacion de analisis.
Las mazorcas se cosecharon individualmente para realizar las pruebas de expansion, con el objetivo
de obtener la matriz fenotipica e identificar a los individuos de interés. En cada ciclo agricola se

aplicaron las labores culturales propias del cultivo y de la zona.

2.4.3. Fenotipeo de la poblacién segregante

La poblacién de andlisis se cosechd una vez llegada su madurez fisiolégica, con un contenido
de humedad de 16 = 2 % y las mazorcas se almacenaron a temperatura ambiente. Las muestras para
la prueba de expansion se constituyeron tomando 30 g de cada mazorca, se etiquetaron y se
colocaron en una bolsa de organza para colocarlas en una cdmara de ambiente controlado
(CONVIRON S10H, serie 970106, Winnipeg, Manitoba, Canada) a una temperatura de 21 °C al
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70 % de humedad relativa durante 30 dias, tiempo en que alcanzaron una humedad de equilibrio
de 13.5+ 0.5 %.

La evaluacion del VE se realizo con la metodologia desarrollada por The lowa State University
Popcorn Program, la cual consiste en reventar la muestra en un horno de microondas convencional.
Se colocd la muestra en una bolsa de papel de estraza de 250 cm? de capacidad, realizando dobleces
para evitar la salida de los granos reventados. Se utilizé un horno de microondas convencional de
1000 W (DAEWOO KOR-164HL, México) con un tiempo de 2:45 min al 70 % de potencia. Se
midié el VE de las palomitas en una probeta graduada de 2000 mL (Ziegler, 2001) y se realizé un

ajuste del volumen final, restando el volumen de los granos antes de reventar.

2.4.4. Analisis BSA asistido con marcadores de alta densidad SNP

Los individuos contrastantes en VE se utilizaron para formar dos grupos siguiendo la
metodologia de analisis BSA. La subpoblacion 1 se constituy6 con los individuos con bajo o nulo
VE vy los individuos con un VE similar o superior al parental palomero constituyeron la
subpoblacion 2, para identificar los marcadores con el mayor aporte a la varianza fenotipica en
cada subpoblacion (Michelmore et al.,, 1991; Sun et al., 2010, Zou et al., 2016). Una vez
identificados a los individuos de cada grupo, se acudié a la reserva del tejido foliar almacenado de

los individuos seleccionados para continuar el proceso en laboratorio.

2.4.5. Extraccion del ADN genémico y secuenciacion

La extraccion del ADN gendmico y la secuenciacion se llevaron a cabo en el laboratorio del
Servicio de Analisis Genético para la Agricultura (SAGA) del CIMMYT. Para la extraccion del
ADN se liofilizo el tejido foliar y se identificoO cada muestra generando una etiqueta unica por
individuo considerando su origen genético y localidad, denominada GID (Cuadro 2.2). El ADN se
extrajo de un compuesto de tejido de igual area (28 mm?) de las hojas liofilizadas de cada individuo
seleccionado, asi como el ADN de los parentales, utilizando el método CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio). La calidad y concentracion del ADN se determinaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 0.8 % con un estandar de ADNA (CIMMYT, 2005). El ADN se cuantificd
en 1pL por muestra con un espectrofotometro de ultra-bajo volumen NanoDrop-1000 (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EE. UU.) a través de lecturas de absorbancia de 260/280 nm y se
diluy6 a una concentracion de 30-50 ng pL?
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La secuenciacion se realizé utilizando la tecnologia DArTseq (www.diversityarrays.com/),

generando una representacioén genémica del conjunto de muestras al digerir el ADN gendémico con
la combinacion de dos enzimas de restriccion: Pstl (CTGCAG) y Hpall (CCGG) ligadas con
adaptadores marcados con un cddigo de barras para identificar cada muestra. En cada placa de 96
pozos se replico el 16 % de las muestras para evaluar la reproducibilidad. Los productos de
amplificacion se agruparon por placa para clonarlos por medio de PCR de puente en un generador
clonal automatizado cBot (SY-301-2002, Illumina, San Diego, CA, EE.UU.), seguido de la

secuenciacion de fragmentos por medio de la plataforma Hiseq 2500 (www.illumina.com). Los

SNP se procesaron utilizando DArTsoft (http://www.diversityarrays.com/software.html#dartsoft),

en el cual se realizé el alineamiento de las lecturas utilizando como referencia el genoma de la linea
de maiz B73 RefGen_v4 (Jiao et al., 2017).

2.4.6. Andlisis estadistico

Los datos se recodificaron teniendo que: 0 = aa, 1 = Aa, 2 = AA, posteriormente, fueron
seleccionados mediante QC; es decir, se eliminaron los marcadores monomorficos, conservando
los que presentaron menos del 10 % de datos ausentes, a los cuales se les realiz6 una imputacién
utilizando las frecuencias alélicas observadas y se aplicd un filtro de los marcadores con una
frecuencia del alelo menor del 5 % (MAF < 0.05) eliminandolos, para obtener la matriz genémica
(G), derivada de los datos fenotipicos y genotipicos, la cual se obtiene al incluir la matriz de
relaciones gendmicas obtenida por el método de VanRaden (2007), es decir, aplicando la formula:

K = 7
25p,(1-q)

Donde, Z = matriz de marcadores moleculares resultante al eliminar P que representa a los
marcadores no seleccionados por QC. La sustraccién de P en la matriz M da como resultado la
matriz Z, que es necesaria para establecer el valor esperado de u, la cual se refiere al vector que
contiene los efectos genéticos aditivos para cada alelo o cada marcador. La sustracciéon de P da
mas credito a los alelos raros que a los alelos comunes al calcular las relaciones genémicas, pi se
refiere a la frecuencia del marcador i =1, ...,m. El resultado es la matriz de varianzas y covarianzas
entre los individuos, denominada matriz K. Una vez filtrados los marcadores, se aplicé la formula
de entropia de Shannon-Weaver, con el objetivo de seleccionar el 10 % de los SNP maés
informativos (H= 0.10).
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Cuadro 2.2. Individuos seleccionados de la poblacion F2 de la cruza biparental CML561 x CML558 para conformar los grupos
contrastantes con base en el VE.
GID Individuo VE GID Individuo VE GID Individuo VE GID Individuo VE

1013428 211 00 1013453 470 60 1013478 485 635 1013503 298 410

1013429 191 10 1013454 001 65 1013479 152 540 1013504 325 410
1013430 229 10 1013455 351 65 1013480 189 540 1013505 494 400
1013431 114 15 1013456 119 66 1013481 069 530 1013506 077 386
1013432 099 20 1013457 472 67 1013482 371 530 1013507 140 380
1013433 172 25 1013458 309 68 1013483 480 510 1013508 214 380

1013434 353 29 1013459 165 70 1013484 027 500 1013509 437 380
1013435 067 30 1013460 431 74 1013485 153 480 1013510 376 379
1013436 141 30 1013461 285 75 1013486 252 480 1013511 170 370
1013437 258 30 1013462 050 80 1013487 202 466 1013512 473 370
1013438 166 40 1013463 081 80 1013488 059 465 1013513 002 360
1013439 306 40 1013464 127 80 1013489 005 460 1013514 012 360
1013440 482 40 1013465 131 80 1013490 204 460 1013515 058 360
1013441 110 44 1013466 323 80 1013491 344 460 1013516 091 360
1013442 268 45 1013467 327 80 1013492 057 450 1013517 161 360
1013443 396 46 1013468 385 84 1013493 174 450 1013518 198 360
1013444 150 50 1013469 238 85 1013494 253 450 1013519 381 360
1013445 209 50 1013470 355 85 1013495 079 440 1013520 449 360
1013446 357 50 1013471 496 85 1013496 181 440 1013521 041 354
1013447 478 50 1013472 109 90 1013497 364 440 1013522 019 350

1013448 007 60 1013473 350 90 1013498 294 439 1013523 052 350
1013449 068 60 1013474 414 90 1013499 456 425 1013524 192 350
1013450 237 60 1013475 055 95 1013500 015 420 1013525 259 350

1013451 275 60 1013476 314 97 1013501 201 420 1013526 284 350
1013452 433 60 1013477 445 97 1013502 453 420 1013527 468 350

GID: Cddigo generado para la identificacion del individuo con base en su origen genético a y tipo de poblacidn. Los parentales se codificaron
como: CML561 GID: 1013528 y CML558 GID: 1013529.
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La heredabilidad en sentido estricto, se calculd asumiendo que los coeficientes de los

marcadores provienen de una distribucién N ~ (0, 52 ), utilizando la férmula:

2

hz_ 531-

i g2 2
5aj+5ej

Donde, 52aj = varianza para el marcador j=1;...py 52e,- = varianza del residual (Yiy

Xu, 2008).

2.4.8. Analisis del genoma completo y alineacion de secuencias por BLAST

El estudio de asociacion a través del genoma (GWAS), se realizd utilizando las
subpoblaciones, para evaluar el poder estadistico del modelo y la sensibilidad del mismo a la
estructura de la poblacion, las poblaciones fueron descritas como: Subpoblacion 1 (VE bajo) y
Subpoblacion 2 (VE alto). En los andlisis se incluyeron los componentes principales CP1 a CP3,
derivados del andlisis de los marcadores seleccionados (G + K), como covariables para
correccion por estructura de poblacién y reduccion de falsos positivos. El anélisis GWAS se
realiz6 mediante la herramienta integrada para la asociacién gendémica y prediccion (GAPIT)
en R (http://zzlab.net/GAPIT).

En este estudio, los SNP que presentaron una asociacion significativa con el VE, pero no

se ubicaron en ninguno de los 10 cromosomas de acuerdo con el mapa de ligamiento, se
colocaron en un cromosomas extra, denominado Cromosoma 11 en una numeracion
consecutiva, para no eliminar un posible gen candidato. Una vez filtrados los marcadores por
subpoblacion, se seleccionaron los diez marcadores mas informativos con base en la
informacion arrojada por la formula -logio (P valor). Finalmente se realiz6 una busqueda en la
base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) de EE.UU. a través
de la herramienta basica de bdsqueda de alineaciébn local o BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y en la base de datos de genes ortélogos OrthoDB

(Kriventseva et al., 2018) y se identificaron aquellos reportados en la especie Zea mays L.
(https://www.orthodb.org/?ncbi=1&query=100383867).
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2.5. Resultados y discusion

2.5.1. Seleccidn de los datos genéticos por andlisis QC

Un total de 9,906 SNP no imputados fueron llamados exitosamente dentro del conjunto de
datos. Los marcadores fueron filtrados y seleccionados con la metodologia descrita, obteniendo
un total de 5,526 SNP (Figura 2.1).

Frecuencia
Frecuencia

1000 1500 2000 2500 3000 3500
1000 1500 2000 2500 3000 3500

1

0 500
|
500
|

L
0
L

T T T T T ! T T T T 1
0.0 0.1 0.2 03 0.4 05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

MAF MAF

Figura 2.1. Frecuencia de distribucion del alelo menor (MAF). a) Proporcion de MAF
basada en la matriz genémica con 9,906 SNP; b) Matriz filtrada por MAF < 0.05 con 5,526
SNP.

2.5.2. Seleccion de marcadores por exponenciales de Shannon-Weaver

Los exponenciales de Shannon-Weaver (H) calculados con la matriz de datos filtrados por
QC con 5,526 SNP, se pueden apreciar en la Figura 2.2. Los valores mas altos de H estan
asociados con una mayor diversidad a nivel de variantes alélicas para hacer predicciones, bajo
las condiciones especificas de este estudio. Se observa que buena parte de los marcadores
seleccionados, presentaron un indice de variantes alélicas aceptable, considerando que se trata
de una F derivada de una cruza biparental, asumiendo una segregacion 1:2:1 para los alelos

heredados de los padres (Sherwin, 2010).
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Figura 2.2. Exponenciales de Shannon-Weaver (H) de acuerdo con la informacién de la
poblacion, considerando el comportamiento a nivel de variantes alélicas, bajo las
condiciones especificas descritas en el ensayo. En el eje Y se muestra el nimero de

marcadores SNP.

2.5.3. Matriz de relaciones genémicas de VanRaden

La matriz de relaciones gendmicas de VanRaden (K) se representaron a través de un mapa
de calor para observar las relaciones genémicas de la poblacién, el cual se presenta en la Figura
2.3. En el mapa de calor se observan agrupaciones entre los individuos con base en los alelos
heredados; sin embargo, estas agrupaciones no son discriminantes, pues se aprecia que algunos
loci son compartidos entre ambos grupos fenotipicos, en frecuencias diferentes y por ello
algunos individuos con VE alto también se encuentran agrupados con individuos con VE bajo,
ello indica que el caracter esta definido por varios genes de accién aditiva con diferentes efectos
(Ashman, 1983; Ziegler, 2001; Lu et al., 2003). Se observa una diferenciacion clara entre la
linea de maiz palomero y la linea de endospermo cristalino. Asumiendo la teoria sobre genes
complementarios en la expresion del cardcter, una de las predicciones es que la
complementariedad se construye més facilmente en poblaciones autdgamas o lineas, que en
poblaciones alégamas, es por ello que cuando se realiza una cruza biparental se observan

individuos transgresivos en la F2, como se presentd en la poblacion evaluada en este estudio.
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Figura 2.3. Matriz de relaciones gendmicas de 100 individuos F2 y ambos parentales,
basada en 553 SNP para el caracter VE de la cruza CML561 x CML558. Los dendogramas
de los extremos representan las distancias entre grupos usando el método de agrupamiento

por promedio aritmético de grupos de pares no ponderados (UPGMA).
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Una explicacion alternativa a la segregacion transgresiva observada, es que la heterosis
juega un papel importante en este efecto e implica la sobredominancia o la dominancia parcial
de un locus en individuos heterocigotos (Rieseberg et al., 1999), principalmente por la estructura
genética de las lineas divergentes evaluadas en este estudio y por los grupos heteréticos a los
que pertenecen (Cuadro 2.1). Otra explicacion, es que posiblemente ambas poblaciones poseen
alelos favorables para reventado y la diferencia en el VE radica en la frecuencia de éstos, siendo
mayor en los maices palomeros que en aquellos con diferente tipo de endospermo, los cuales
para exhibir capacidad de reventado requieren de un umbral minimo en la frecuencia de alelos
favorables, es por ello que los segregantes comienzan a mostrar capacidad de reventado con
magnitudes relativamente altas.

La teoria méas aceptada es que existen alelos complementarios de efectos aditivos en ambos
parentales con efectos opuestos dentro de la linea cristalina no palomera o con baja frecuencia
de alelos favorables, lo cual no permite alcanzar el umbral de reventado a las linea per se; sin
embargo, el fendmeno de recombinacién meidtica posibilita la conjuncion de alelos favorables
en los individuos segregantes F., con frecuencias arriba de las del parental palomero, lo cual
concuerda con la presencia de segregacion transgresiva de los individuos genotipados
(Rieseberg et al., 1999).

2.5.4. Estudio de Asociacion del Genoma Completo (GWAS)

El andlisis de ligamiento se realizé para identificar SNP con una posible asociacion causal
con el fenotipo de interés. Para ello se identificaron regiones del genoma asociadas al VE a
través de modelos lineales mixtos (MLM) mediante el software GAPIT. Este proceso se replicd
en los grupos de analisis. La prueba de hipdtesis del modelo para cada poblacion se muestra en
la Figura 2.4, en la cual se declara como Ho = los SNP no tienen efecto sobre el VE vs Ha = los
SNP tienen efecto sobre el VE. El andlisis de los datos mostr6 que existen marcadores con
efectos positivos y negativos sobre el VE; sin embargo, se observan valores debajo de la linea
de valores esperados de acuerdo con la Ho, lo que podria significar la presencia de asociaciones
espurias. Por ello se debe considerar la estructura de la poblacion al evaluar el poder del modelo,
ya que podria haber un proporcion de falsos negativos, especialmente cuando un numero
pequefio de genotipos estan involucrados y los efectos de la estructura de la poblacion para
reducir el nimero de falsos positivos, una estrategia para aminorar estos efectos es el uso de los

componentes principales derivados del analisis de asociacién (Yu y Buckler, 2006).
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Figura 2.4. Grafica Cuantil-Cuantil de valores predichos vs observados del analisis
GWAS, utilizando MLM considerando la matrices G +K y tres componentes principales
para control de la estructura de la poblacién. a) Subpoblacion 1; b) Subpoblacion 2.

El andlisis de asociacion (GWAS) por poblacidn, se muestra en el grafico Manhattan de la
Figura 2.6 y los datos en el Apéndice 2. Los SNP del cromosoma 11, no se ubicaron en alguno
de los 10 cromosomas, debido a que el genoma de referencia utilizado para la alineacién de las
secuencias fue B73 RefGen_v4 (Jiao et al., 2017), el cual es un maiz dentado de clima templado
y la poblacion de analisis deriva de lineas de origen tropical, adaptadas a Valles Altos; por ello,

existen alelos no alineados en el genoma de referencia con efectos sobre el caracter VE.
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Al analizar las subpoblaciones se obtuvo lo siguiente:

a) Subpoblacién 1. Los SNP con el mayor efecto en el VE de los individuos no
reventadores, se encuentran ubicados en los cromosomas: 1, 2, 3, 4,5, 7, 8 y 11, que en
conjunto explican el 4.4 % de la varianza fenotipica.

b) Subpoblacion 2. Los SNP con el mayor efecto en el VE de los individuos reventadores,
se encuentran ubicados en los cromosomas: 1, 3, 5, 7, 8, 10 y 11, que en conjunto explican

el 4.9 % de la varianza fenotipica.

Los resultados obtenidos al analizar las subpoblaciones coinciden con lo reportado por
Babu et al., (2006), quienes identificaron 4 QTLs ubicados en los cromosomas 1, 3,4, 5,9y 10
para los caracteres VE, tamafio de palomita y porcentaje de granos no reventados en una
poblacion F derivada de una cruza biparental entre linea palomera x linea cristalina, utilizando
microsatélites (SSR), excepto para el cromosoma (Cr) 9, pues en este estudio no se encontraron
marcadores con asociacion al VE. En otro estudio realizado por Lu et al. (2003) sobre una
poblacion BC1S: derivada de una cruza trilineal de maiz palomero x hibrido dentado, utilizando
SSR, reportaron 4 QTLs ubicados en los cromosomas 1, 3y 5 para el caracter VE.

Los estudios realizados por Li et al. (2006, 2007, 2008, 2009); Dhliwayo (2008); Yongbin
et al. (2012); Dong et al. (2015); Paes et al. (2016) y Senhorinho et al. (2019), se reportan otras
regiones importantes ubicadas en los cromosomas: 2 y 6, en poblaciones F2:3, BCoF2, y RILS
derivadas de cruzas entre maiz palomero x dentado, utilizando SSR y SNP, lo cual coincide con
este estudio en el Cr 2 al analizar la poblacion de los individuos no reventadores y difiere en el
Cr 6 pues en no se encontraron marcadores asociados al cardcter en ninguna de las
subpoblaciones, ello obedece al tipo de poblacion de analisis utilizada y al tipo de endospermo
de cada linea parental (Apéndice 1).

Destaca el hecho de que en los analisis realizados por otros investigadores, utilizando cruzas
que involucran una linea palomera x lineas cristalinas no palomeras, se reportan regiones en los
cromosomas: 1, 3, 4, 5,9y 10, lo cual concuerda con lo encontrado en este estudio, exceptuado
el hecho de que en estos estudio no se reportan regiones en el Cr 7 las cuales fueron consistentes
al analizar las dos subpoblaciones, lo cual se trata de una aproximacién a las regiones del
genoma involucradas en el caracter VE. Asi mismo, revela que existen regiones especificas para

el endospermo cristalino, aunado a ello las relaciones encontradas entre los marcadores
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involucrados en la determinacion fenotipica mostraron una alta correlacién con la estructura 'y
el tamafio de la poblacion de estudio y dada esa relacion pueden existir mas alelos involucrados
en el caracter; sin embargo, las aproximaciones estadisticas podrian no distinguir los efectos de
otros alelos con frecuencias que varian a través de las poblaciones, pudiendo resultar en una
proporcion alta de falsos negativos (Dhliwayo, 2008; Senhorinho et al., 2019; Coan et al., 2019).

Los resultados obtenidos muestran ligamiento entre diversos loci y el fenotipo; por ello, se
realizd la busqueda de genes candidatos para identificar si el alelo es la causa del fenotipo o si
el alelo no causa el fenotipo pero se encuentra en desequilibrio de ligamiento con otro alelo que

si lo causa, por encontrarse el alelo causante del fenotipo cercano fisicamente al alelo en estudio.

2.4.6.Busqueda de regiones codificantes por el método BLAST

Las secuencias de los diez SNP obtenidos en el analisis de las subpoblaciones (Apéndice
2), fueron utilizados para realizar una busqueda en el GenBank del Centro Nacional de
Informacion  Biotecnolégica (NCBI) a traves de la herramienta BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Es de importancia mencionar que en todas las

poblaciones de analisis, los locus presentaron rangos elevados de estimacidn de falsos positivos
(FDR > 10), por lo que se debe considerar el umbral de confianza pues con este criterio no
presentan significancia (Benjamini and Hochberg, 1995); sin embargo, en otro escenario
estadistico valido, los otros indicadores [-logio (P valor); MAF y h?] presentaron niveles altos
de control de calidad y significancia, al seleccionar los SNP, debido principalmente a que la

poblacion de analisis es homogénea y al modelo estadistico seleccionado.

a) Analisis de la Subpoblacion 1

Los alelos de efectos significativos encontrados al analizar la poblacién, que validaron para
genes candidatos, se presentan en el Cuadro 2.3 y en el Apéndice 2. Los diez marcadores mas
informativos se ubicaron en los cromosomas: 1 (2), 2, 3,4 (2), 5, 7, 8 y 11. En todos los casos
el MAF > 0.40. Los loci con efectos negativos sobre el VE se ubicaron en los cromosomas 2, 3,
4(2),5y8(-15.2,-16.8, -13.3, -14.7, -21.3 y -18.8 cm® 30 g%, respectivamente), los cuales se
alinearon a genes candidatos involucrados directamente en las funciones y estructuras de la

pared celular.
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Figura 2.5. Grafica Manhattan del modelo MLM. En el eje X se presenta la posicion de los
SNP en el genoma y en el eje Y el -logl0 (Valor P). Cada cromosoma esta representado
con un color diferente. Los SNP con asociaciones fuertes con el VE presentan un valor alto
en la coordenada del eje Y. a) Subpoblacion 1; b) Subpoblaciéon 2.
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El alelo 4589591|F|0-63:C>G, ubicado en el Cr 2 codificd para una proteina homologa a
SDAI1, cuya funcion bioldgica en maiz es la organizacién de actina en el citoesqueleto; por otra
parte el alelo 4774118|F|0-24:T>G ubicado en el Cr 3, codifico para la enzima glutamato
carboxipeptidasa 2 (GCPII), cuya funcion biologica estd involucrada en la protedlisis, en el
desarrollo de organismos multicelulares y en la regulacion del crecimiento y maduracion de las
semillas. El alelo 29627876|F|0-65:G>A, ubicado en el Cr 5 se reporta como un gen candidato
de la pared celular. Finalmente el alelo 2410910|F|0-20:A>G en el Cr 8 codifica para un gen
tipo receptor de proteina kinasa de efecto pleiotropico involucrado en la estructura de la
membrana plasmaética y de la membrana de orgénelos; complejo receptor de lipopolisacéridos;
componente integral de la membrana del tilacoide; parte del complejo de los poros celulares y
en el complejo transportador transmembranal.

Por otro lado, se aprecian loci en el Cr 1 en regiones cercanas, con efecto positivo sobre el
VE (26 y 11.7 cm?® 30 g%); en este cromosoma ambos alelos codificaron para genes candidatos;
el alelo 100012213|F|0-17:G>A fue validado para una proteina similar a la kinesina KIN-UA
cuya funcién es un motor molecular con movimiento basado en microtubulos; la regulacién del
proceso basado en microtibulos y el desarrollo radicular; asi mismo, el alelo 9667547|F|0-
28:C>A fue validado para la transcripcion de serina/treonina-kinasa SMG1 y TOR. Finalmente,
los marcadores ubicados en los cromosomas 7 y 11 presentaron efectos a favor del VE (10 y 14
cm?® 30 g2, respectivamente), de los cuales no se reportan genes candidatos.

La funcidn de la kinasa asociada a los genes candidatos en los cromosomas 1 y 8 es
catalizadora en el intercambio de grupos fosfato entre compuestos ricos en ATP y otros
sustratos; participan en procesos como el aumento de nivel energético de diferentes compuestos,
para convertirlas en moléculas metabdlicamente activas, la generacion de ATP y GTP en
diferentes vias metabdlicas y la modificacion covalente de la actividad enzimatica.

Las proteinas asociadas a la membrana intervienen en la funcion de esta estructura, la
densidad y cantidad de estas proteinas varia segun el tipo de célula y la ubicacion dentro de la
misma, encontrando que la membrana de la mitocondria interna tiene un 76 % de proteina. Estas
proteinas adquieren importancia debido a que existe una gran cantidad de genes que codifican
para estas membranas con funciones adicionales en la adhesion celular, como lo reportado en
esta investigacion con el gen candidato GRMZM2G355098 ubicado en el Cr 8 que codifica a
un gen de tipo receptor de proteina quinasa de efectos pleiotropicos involucrado en: la estructura
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de la membrana externa de la célula, la membrana plasmatica y de la membrana de organelos;
actia como complejo receptor de lipopolisacaridos; componente integral de la membrana del
tilacoide; en el complejo de los poros celulares y en el complejo transportador transmembranal.
Este gen se ha reportado como codificante en 12,214 genes de la membrana celular y 12,186
genes en componentes integrales de la membrana, reportados en la plataforma OrthoDB, los
cual hace inferencia de la importancia de este gen en los componentes de la pared celular
(Kriventseva et al., 2018).

Cuadro 2.3. Localizacién de SNP y genes candidatos con asociacion significativa para el
caracter VE con base en el —log10 (P valor) y MAF, del analisis de la Subpoblacion 1.

SNP Cr Posicién Gen candidato / Sin6nimos

100012213|F|0-17:G>A 1 11953311 LOC103631734, GRMZM2G445783

, LOC103643975; GRMZM2G033135;
9667547|F|0-28:C>A 1 279082269 GRMZM2GA418263

4589591 |F|0-63:C>G 2 7652852 LOC103645893, GRMZM2G121074

4774118|F|0-24:T>G 3 202508053 LOC100280900; GRMZM2G159171

4770238|F|0-14:G>A 4 198622843 L0OC100285130, cl45039 -2a

4

5

7

8

4583309|F|0-12:A>C 147827468 L0OC100383867, GRMZM2G038820
29627876|F|0-65:G>A 7700163 LOC103625887, GRMZM2G087482
2395757|F|0-5:T>C-5 146875774 1L.OC100216583, GRMZM2G052233
2410910|F|0-20:A>G 102775798 LOC103635614, GRMZM2G355098
Cr: Cromosoma.

b) Analisis de la subpoblacién 2

Los alelos de efectos significativos encontrados al analizar la poblacion, que validaron para
genes candidatos, se presentan en el Cuadro 2.4 y en el Apéndice 2. Los diez marcadores méas
informativos se ubicaron en los cromosomas: 1, 3 (2), 5 (2), 7 (2), 8, 10 y 11. En todos los casos
el MAF > 0.40. Los loci con efecto positivo sobre el VE se ubicaron en los cromosomas: 3, 7
(2),10y 11 (36, 30, 35, 48 y 51 cm?® 30 g}, respectivamente), de los cuales el alelo 2382814|F|0-
20:G>Aen el Cr 7 se validé como un gen candidato componente de microttbulos; también esta
involucrado al desarrollo de organismos multicelulares, al crecimiento celular unidimensional
y como factor responsable de la unién de microttbulos. El alelo 2505100|F|0-14:G>C, ubicado
en el Cr 10 codificé para la enzima glutamil-ARNTt reductasa con actividad oxidorreductasa. Los
loci con efecto negativo sobre el VE se ubicaron en los cromosomas 1, 3, 5 (2) y 8 (-38, -38, -
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35, -38 y -34 cm® 30 g%, respectivamente). El alelo 4582594|F|0-34:T>A en el Cr 5 fue validado

como un componente integral de la membrana celular.

Cuadro 2.4. Localizacién de SNP y genes candidatos con asociacion significativa para el

caréacter VE con base en el —log10 (P valor) y MAF, del analisis de la Subpoblacion 2.

SNP Cr  Posicién Gen candidato / Sin6nimos

2497939|F|0-20:C>T 1 299310403 NC

2382471|F|0-57:C>T 3 232180365 LOC100282241, pcol17250; GRMZM2G035620

100012313|F|0-33:C>T 3 170269576 LOC100284088; pco134887; GRMZM2G064936

2442460|F|0-41:.G>A 5 199620612 LOC542197; GRMZM2G090595

4582594|F|0-34:T>A 5 69613751 LOC100277615, cl4689_1; GRMZM2G159142

2382814|F|0-20:G>A 7 158892468 LOC103633238, GRMZM2G177300,
GRMZM2G360949

4772961|F|0-38:T>C 7 8491422 L.OC103631988, GRMZM2G377761

7049836|F|0-64:G>A 8 4175603 LOC100193028, pco081025; GRMZM2G139952

2505100|F|0-14:G>C 10 145316326 LOC100191548; gtrl; GRMZM2G177412

NC. No codificante para la especie Zea mays L.

Los alelos validados como genes candidatos causales del fenotipo reportados en este estudio
estan involucrados en su mayoria a la estructura de la pared celular, poros nucleares y
microtubulos, que aportan rigidez al pericarpio, lo cual concuerda con lo reportado por Paes et
al. (2016), quienes validaron genes asociados a la capacidad de expansién involucrados en la
biosintesis del almidon, el metabolismo de lipidos, polisacaridos de la pared celular
(hemicelulosa, celulosa y pectina) y en los procesos metabdlicos/catabolicos de proteinas de
almacenamiento, como la sintesis de a-zeinas.

Los alelos reportados en los cromosomas 1, 3 'y 8 que codifican como genes candidatos para
proteinas de la membrana o que estan relacionadas a ellas (MAP), intervienen en la funcion de
la membrana, la densidad y cantidad de estas proteinas varia segun el tipo de célula y la
ubicacién dentro de la misma, por ejemplo la membrana interna de la mitocondria tiene un 76
% de proteina, involucradas en la adhesion celular (Lodish et al., 2008), en esta investigacién
se reporta el gen candidato GRMZM2G355098 ubicado en el Cr 8 (2410910|F|0-20:A>G) el
cual codifica a un gen tipo receptor de proteina quinasa de efecto pleiotropico involucrado en:
la estructura de las membranas celulares; actia como complejo receptor de lipopolisacaridos;
en el complejo de los poros celulares y en el complejo transportador transmembranal, estas

proteinas de la membrana adquieren importancia, pues se ha reportado como codificante en
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12,214 genes de la membrana celular y 12,186 genes en componentes integrales de la
membrana, reportados en la plataforma OrthoDB, los cual hace inferencia de la importancia de
este gen involucrado en los componentes de la pared celular (Kriventseva et al., 2018).

En esta investigacion también se reportan proteinas de membrana que actian como anclaje
para las fibras del citoesqueleto que se encuentran en el citosol, lo que confiere forma, fuerza 'y
estabilidad a las células y membranas, caracteristicas necesarias para que se lleve a cabo el
proceso de expansion de los granulos de almiddn que al entrar a una fase de equilibrio dinamico
del agua al ganar temperatura y la posterior ruptura de las membranas celulares al romperse ese
equilibrio, formaran la palomita. Algunas proteinas periféricas que se asocian con la membrana,
como las quinasas son solubles en agua y se unen a la membrana acercando a la enzima a su
sustratos para activarla (Lodish et al., 2008).

La membrana (reticulo endoplasmatico liso y rugoso), en la cual se lleva a cabo la sintesis
de lipidos, proteinas de membrana y proteinas de secrecion que luego son movidas al complejo
de Golgi a través de los microtubulos en motores moleculares como el gen candidato
GRMZM2G445783 que codifica a kinesina KIN-UA ubicado en el Cr 1, reportado en esta
investigacion (SNP 100012213|F|0-17:G>A). Diversas proteinas de transporte en la membrana
de la vacuola permiten que las células almacenen agua, iones y nutrientes, asi mismo cuando la
presion aumenta generada por el agua captada dentro de la vacuola la pared celular se estira, 1o
que hace que la célula crezca, en este proceso la membrana celular ofrece resistencia al
rompimiento, pero en el proceso de nucleacion con el aumento de temperatura el agua contenida
entra a una fase de equilibrio dindmico que se conserva hasta que el contenida en la vacuola y
los solutos contenidos en el citosol seden y comienza el proceso de ruptura de las estructuras
internas (Mishra et al., 2014; Sweley et al., 2013; van der Sman y Bows, 2017).

Otros componentes importantes para gque se lleve a cabo el proceso de expansion son las
proteinas del citoesqueleto como los filamentos de actina o microfilamentos, los cuales se
reportan en esta investigacion, como el gen candidato SDA1 ubicado en el Cr 2 (4589591 |F|0-
63:C>G), cuya funcidn bioldgica es la organizacion de actina en el citoesqueleto, ademas de los
microtubulos (a y B tubulina), de los cuales se reportan genes candidatos en los cromosomas: 1,
8y 7 (GRMZM2G445783; GRMZM2G355098 y GRMZM2G177300, respectivamente) y los
filamentos intermedios, los cuales estan unidos por proteinas y organizados en reticulos dentro

de la célula le confieren estabilidad e incluso la consistencia de un gel al citosol, caracteristica
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necesaria para que comience el proceso de nucleacion y el inicio de la ruptura de las membranas
internas hasta el pericarpio. Los filamentos intermedios atraviesan el citosol y forman un
entramado que sostienen a la membrana nuclear y ayudan a conectar las células para formar
tejidos, ademas de que contribuye al movimiento celular, estas redes ofrecen la estructura final
a la palomita al entrar a un proceso de enfriamiento y cristalizacion del endospermo (Mishra et
al., 2014).

En otros estudios se ha demostrado que el pericarpio y el almiddén son factores importantes
para el proceso de reventado, debido a las propiedades fisicas de cada uno en cuanto a la
capacidad de transferir calor, siendo el pericarpio en maices palomeros 2.9 veces mas eficiente
en la difusion de calor dentro del grano y por la estructura del almidon cristalino, presenta dos
veces mayor conductividad que en maices no palomeros (daSilva et al., 1993; Hoseney et al.,
1983). En cuanto al pericarpio, experimentara la transicion de cristales en la gelatinizacion antes
de la expansion del almidon (Gokmen, 2004), por ello se debe considerar la resistencia
mecénica; que en maices palomeros es aproximadamente cuatro veces mayor que en maices no
palomeros, lo que significa que estos granos pueden soportar la presion requerida (9.2
atmosferas) para favorecer los procesos de nucleacion, apertura celular, ruptura y contraccién
que se presenta al aumentar la temperatura (180°C) lo cual provoca la formacion de la palomita
(Mishra et al., 2014; Sweley et al., 2013; van der Sman y Bows, 2017).

2.5. Conclusiones

Se detectaron regiones genémicas y variantes alélicas asociadas al volumen de expansion
en una poblacion segregante derivada de una cruza biparental entre una linea de maiz palomero
x una linea no palomera de endospermo cristalino, en loci ubicados en los cromosomas: 1, 2, 3,
4,5,7,8y 10 en algunos casos con mas de dos loci.

Se identificaron genes candidatos por homologacién de secuencias para genes involucrados
con la estructura de la pared celular, factores de transcripcion, proteinas asociadas a la
membrana y el complejo transportador transmembranal, lo que infiere que la pared celular y el
pericarpio como parte estructural externa del grano, son las estructuras fisicas mas importantes

para determinar el VE en el maiz palomero.
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Las regiones del genoma identificadas en este estudio no se habian reportado con
anterioridad, lo que representan un aporte a la ciencia basica para el estudio del caracter; sin
embargo, para que estos marcadores puedan ser utilizados en seleccion asistida por los

fitomejoradores, se debe validar cada SNP individualmente.
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DISCUSION GENERAL

El uso de marcadores moleculares como herramienta para auxiliar al mejoramiento genético
convencional podria utilizarse en el mejoramiento de las razas mexicanas de maiz palomero
para identificar regiones especificas del genoma involucradas en el caracter cuantitativo (QTL);
un primer paso es realizar estudios de asociacion entre marcadores y el fenotipo para detectar
regiones del genoma asociadas al VE, un tipo de poblacion adecuada para estos analisis son las
poblaciones segregantes F. derivadas de cruzas biparentales entre dos lineas contrastantes en el
VE, auxiliadas con estrategias como el andlisis de segregantes en masa, el cual consiste en
formar dos grupos extremos del fenotipo de interés, pues resulta méas econémico y con el mismo
poder estadistico que analizar toda la poblacion, por lo cual en este estudio se formaron siete
cruzas entre una linea palomera x lineas con endospermo contrastante con el objetivo de generar
poblaciones segregantes, evaluar la influencia de cada tipo de endospermo sobre el VE y realizar
el anlisis de asociacion en la poblacion més divergente.

El estudio de la influencia de los tipos de endospermo sobre el VE revel6 que la cruza
palomero x cristalino fue superior estadisticamente que las cruzas con los parentales de
endospermo dentado y semidentado, pues posee una mayor frecuencia de alelos favorables que
incrementan el VE que al cruzarse con la linea palomera confieren una ganancia en la expresion
del caréacter, lo cual reafirma la hipétesis de que son pocos genes involucrados en la capacidad
de reventado del maiz palomero y que esta capacidad esta influenciada por las caracteristicas
del endospermo, lo cual concuerda con lo reportado por Babu et al. (2006); Borras et al. (2006)
y Sweley et al. (2013).

En cuanto al nimero de genes se estimaron de cuatro a cinco genes, que definen el volumen
de expansion en las poblaciones analizadas, lo cual reafirma la hipotesis propuesta por
investigaciones anteriores (Ashman, 1983; Babu et al., 2006; Coan et al, 2019; Lu et al., 2003;
Ziegler, 2001), asi mismo, los resultados sugieren que aunque las cruzas de palomero x dentado
y palomero x semidentado, no superaron a la cruza palomero x cristalino, es razonable pensar
que poseen alelos favorables de efecto aditivo, lo cual se vio reflejado en los individuos
transgresivos presentes en todas las poblaciones, lo que concuerda con lo planteado en la teoria
de complementariedad de alelos, propuesta por Rieseberg et al. (1999), la cual postula que la

diferencia en la expresion del caracter radica en la frecuencia de estos alelos y en el caso de la
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cruza palomero x cristalino es razonable pensar que la frecuencia de alelos favorables fue
mayor, esta teoria sugiere que es factible recuperar el VE con un programa de mejoramiento
genético por seleccion en las razas de maiz palomero mexicanas, las cuales perdieron esa
capacidad. Lo anterior fue planteado por Robbins y Ashman (1984), quienes evaluaron la
correlacion entre el VE vy el tipo de endospermo en cruzas de maiz palomero x dentado y
palomero x cristalino, concluyendo que, ambos tipos de cruzas presentaron rangos de expansion
similares y sugieren que el VE podria recuperarse facilmente. Una estrategia en el mejoramiento
de las razas nativas es seleccionar poblaciones dentro de las razas, con endospermo cristalino
que presenten VE superiores a las deméas poblaciones, para emplearse en programas de
retrocruzamiento o de seleccion recurrente para lograr las ganancias genéticas deseadas sobre
el VE (Vieira et al., 2016).

En este estudio se identificaron loci asociados al volumen de expansion en la cruza
palomero x cristalino mediante el analisis de segregantes en masa asistido por marcadores de
alta densidad, SNP. Al realizar el estudio de asociacion del genoma completo en la Subpoblacion
1 (VE bajo) y Subpoblacién 2 (VE alto) se encontraron posibles relaciones causales en ocho
cromosomas, de los cuales los loci detectados en los cromosomas: 1(3), 3(3), 4(2), 5(3), 7(3) y
8(2) adquieren importancia ya que en algunos casos se detectaron loci cercanos, con efectos
positivos y negativos sobre el VE, por lo que se sugiere la presencia de posibles QTL
involucrados en el caracter.

Los genes candidatos encontrados por homologia de secuencias a través de la herramienta
BLAST, en su mayoria correspondieron a genes relacionados con la estructura de la pared
celular, factores de transcripcion, proteinas asociadas a lamembrana y el complejo transportador
transmembranal a través de motores moleculares de kinesina, sugiere que las membranas
celulares, como la pared celular y el pericarpio, son las estructuras fisicas del grano mas
influyentes sobre el volumen de expansion, lo cual concuerda con los resultados de estudios
previos que consideran que la dureza del pericarpio es el factor fisico del grano mas importante
para que se lleve a cabo el proceso de expansién (Borras et al., 2006; Coan et al., 2019; Dong
et al., 2015; Ertas et al., 2008; Gokmen, 2004; Hoseney et al., 1983; Park et al., 2000; Paes et
al.,2016; Vazquez-Carrillo et al., 2019).
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Se sabe que algunas caracteristicas fisicas y morfoldgicas del grano como tamafio,
disposicion cristalina en el endospermo, dureza, relacion amilosa/amilopectina, un mayor
empaquetamiento fibrilar en el pericarpio, porosidad, contenido de humedad y proteinas del
endospermo Yy del pericarpio, influyen de manera decisiva en el reventado y la formacion de
palomitas en los maices palomeros, lo que concuerda con los genes candidatos reportados en
esta investigacion (Borras et al., 2006; Dong et al., 2015; Ertas et al., 2008; Gokmen, 2004;
Hoseney et al., 1983; Park et al., 2000).

En otros estudios se ha demostrado que el pericarpio es un factor importante para el proceso
de reventado, debido a sus propiedades fisicas como la capacidad de transferir calor, siendo el
pericarpio en maices palomeros 2.9 veces més eficiente en la difusién de calor dentro del grano
y por la estructura del almidon cristalino, presenta dos veces mayor conductividad que en maices
no palomeros (daSilva et al., 1993; Hoseney et al., 1983). En cuanto al proceso de nucleacion,
se debe considerar la resistencia mecénica del pericarpio; que en maices palomeros es
aproximadamente cuatro veces mayor que en maices no palomeros, lo que significa que estos
granos pueden soportar la presion requerida (9.2 atmdsferas) para favorecer este proceso, asi
como el de apertura celular, ruptura parcial sin una desintegracion simultanea y contraccion que
se presenta al aumentar la temperatura (180°C) lo cual provoca la formacion de la palomita que
es la conformacion final que adquiere el almidon expandido al enfriarse y cristalizarse (Mishra
et al., 2014; Sweley et al., 2013; van der Sman and Bows, 2017). Una parte esencial en este
proceso es la constitucion de las membranas que confiere propiedades Unicas por la mezcla de
lipidos y proteinas. Asi como de los grupos amino y carboxilo de las mismas proteinas
transmembrana que participan en la formacion del esqueleto de enlaces peptidicos a través de
los puentes de hidrogeno que se encuentran en el interior hidrofobo de la membrana, existiendo
proteinas que atraviesan la membrana como las porinas que actlan como canales para la
circulacion de disacaridos, fosfatos u otras moléculas pequefias y las acuaporinas que permiten
la circulacion de las moléculas de agua (Lodish et al., 2008).

Los genes candidatos reportados en este estudio muestran una participacion en el proceso
de expansion del maiz palomero, en alguna de sus fases: nucleacion, expansion a través de la
apertura del pericarpio, ruptura (parcial) de la célula, contraccién del almidon y fijacién de la

estructura cuando el almidon expandido entra en estado vitreo (Mishra et al., 2014).
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CONCLUSIONES GENERALES

1. La cruza méas apropiada para realizar estudios con marcadores moleculares sobre
localizacion de regiones gendmicas relacionadas con la capacidad de reventado es con la linea
de endospermo cristalino.

2. El nimero de genes involucrados en el proceso de reventado de maiz palomero es de
aproximadamente cuatro.

3. Se detectaron regiones gendmicas y variantes alélicas asociadas al volumen de
expansion, ubicados en los cromosomas: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10 en algunos casos con mas de dos
loci.

4. Los genes candidatos reportados en la poblacion analizada mostraron relaciéon con la
estructura de la pared celular, factores de transcripcién, proteinas asociadas a la membrana y el
complejo transportador transmembranal, lo que sugiere que las membranas celulares, como la
pared celular y el pericarpio, son las estructuras fisicas del grano mas influyentes sobre el

volumen de expansion.
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ANEXO

Apéndice 1

Cuadro Al. Investigaciones realizadas para la localizacion de QTL relacionados con las caracteristicas de reventado en maiz

palomero.

Carécter Descripcion de la Poblacion QTL o2 p (%) MM Cromosoma Referencia

[AG19 (H123 x AG19)] SGP x HD BC:S: 4 45.1 259 SSR 1S, 35,55y 5L Lu et al. (2003)
A-1-6 x V273 PxC F2 4 62.0 101 SSR 1,3,8,10y 1s Babu et al. (2006)

Dan 232 x N04 DxP Fa3 3 31.6 183 SSR 1,6y9 Li et al. (2006)

Dan 232 x N0O4 DxP Fas 6 54.0 193 SSR 1(3),6,7y8 Li et al. (2007)

B104 x BP3 D x P Fas 7 82.0 134ssg L (dins 1'02; ylém)* 235 Dhliwayo (2008)
Dan 232 x N04 DxP Fo3 45.0 183 SSR 1(3),6y8 Li et al. (2008)
Dan 232 x NO4 DxP BC:F; 4 27.9 170 SSR 357y8 Li et al. (2009)
Volumen Fa3; BCoF2; 16.9, 25.2,21.7,
de _ Dan 232 x N04 DxP RILs 11 135y 295 207 SSR 1,46y7 Dong et al. (2012)
Expansién E o BOF 9 mQTL
2:3; 2F2; m _ -
Dan 232 x N0O4 DxP RILs (68QTL) 207 SSR Dong et al. (2012)
Fas; BCoF; ) 1 (1.05-1.086,
Dan 232 x N04 DxP RILs 4 207 SSR 1.08-1.09) y 7 (7.03-7.04) Dong et al. (2015)
Fa3; BCoFz; 1.01-1.02, 1.06, 6.07-6.08
Dan 232 x N0O4 DxP RILs 4 mQTL - 207 SSR y 7.03-7.04 Dong et al. (2015)
Vicosa S4 Palomero Poblacién 3 - 96 SNP 16y8 Paes et al. (2016)
. 165,089 . Senhorinho et al.
182 Lineas TMG LDyLP 4 51.0 SNP bins 2.03, 3.06 y 9.03 (2019)

Poblacion D x C: Dentado x Cristalino; D x P: Dentado x Palomero; SGP x D H.: Supergold Popcorn x Hibrido Dentado; TMG: Tropical
Maize Germplasm; LD: Lineas endogamicas de maiz dentado; LP: Lineas endogamicas de maiz palomero; GNR: Porcentaje de granos
no reventados.
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...Continuacién de Cuadro Al.

Caréacter Descripcion de la Poblacion QTL 62 p (%) MM Cromosoma Referencia
A-1-6 x V273 PxC F2 44.0 101 SSR 1,59y 10 Babu et al. (2006)
Dan232xN04 DxP Fa:3 34.5 193 SSR 1,2,5y7 Li et al. (2007)
Forma de Dan 232 x NO4 DxP BCaF 4 28.8 170 SSR 357y8 Li et al. (2009)
Palomita Fas; BCaoF; 28.21, 19.5,
Dan 232 x NO4 DxP RILs 11 23.60, 485y 9.8 207 SSR 1,2,4,6,y 10 Dong et al. (2012)
Fa.3; BCoFy; 8m QTL
Dan 232 x NO4 DxP RILs (64QTL) - 207 SSR - Dong et al. (2012)
Dan232xN04 DxP F2:3 5 39.1 193 SSR 1(3),6y8 Li et al. (2007)
Dan 232 x NO4 DxP BC:F; 2 19.1 170 SSR 1 Li et al. (2009)
Rango de - .
Expansion ~ Dan232xNO4 D xP ':2-3*RIBL§2F2* 11 225 22127é 162y 07s5R 1,46y 10 Dong et al. (2012)
Fa23; BCoF2;  7TmQTL ) .
Dan 232 x N0O4 DxP RILs (60QTL) 207 SSR Dong et al. (2012)
GNR A-1-6 x V273 PxC F2 5 57.0 101 SSR 1,3,4,5y9 Babu et al. (2006)
B104xBP3  DxP Fas 6 66.0 134SSR 1 (b'”571'g3;/ 3'05)’ % Dhiiwayo (2008)
Pesode Grano  Dan232xN04 DxP Fo3 3 345 183 SSR 1,5y7 Li et al. (2008)
Beija-Flor c4; .
Vicosa c4 Palomero  Poblaciones 2 - 96 SNP ly7 Paes et al. (2016)

Poblacion D x C: Dentado x Cristalino; D x P: Dentado x Palomero; SGP x D H.: Supergold Popcorn x Hibrido Dentado; TMG: Tropical
Maize Germplasm; LD: Lineas endogdmicas de maiz dentado; LP: Lineas endogamicas de maiz palomero; GNR: Porcentaje de granos

no reventados.
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Apéndice 2

Cuadro A2. Localizacion de SNP asociados significativamente con el VE basados en la estimacion del —log10 (P valor) obtenido

con el analisis de la Subpoblacion 1, con el uso de G + K, de la poblacion F2 derivada de la cruza CML561 x CML558.

SNP Cr Posicion Secuencia 2 vaFI)or FDR MAF (P-\ig?or) 2 (Crﬁie;é‘;_l)
100012213 TGCAGAAAAAAATAGTGGT
Flo- L 11053311 L A 083 6764 037 043 317 070 2603
17:G>A GCTAACCTCAGG
29627876 TGCAGACACTTTTGAAAAT
ATGCTCCACAGTTGGTTCAA s
F0- 5 TIOUISS CataTaAAGGOGCACGCTA 077 6507 099 043 210 ods 212
' GTTCAGCGGTA
TGCAGGTTTGCCATAGTGG
4589591F| ATGAAGTATAAAGATAAGT 2 _
Il 2 esassn e eaca 075 1092 099 049 196 044  -1520
TCTGACCAGATA
TGCAGATTTATTTTGCAAAT
4770238]F] GATTAGAAAAAGCTAAGAG 2 _
SIS a4 108622843 S L A OeS 074 1537 099 040 182 041  -1326
TGAGCTACAAA
TGCAGCAGCTGGGACTGGG
2410910]F] AATAGCTTCACGTACGCGG 2 _
CUEL 8 a02m7sTes Ao A e, 074 1567 099 042 181 041  -1880
TGGTTTCTCTGA

Cr: Cromosoma; h?: heredabilidad del marcador estimada en porcentaje; FDR: Intervalo de estimacion de falsos positivos; MAF:
frecuencia del alelo menor; R?: proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP expresada en %; Efecto aditivo asociado con

el alelo menor.
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...Continuacion del Cuadro A2.

. . P -log Efecto
2 2
SNP Cr Posicion Secuencia valor FDR MAF (P valor) (cm? 30g™)

TGCAGATTTTCATTCTATTC

AT74118|F| TACATAGATCGAAGTACCC 2

0-24-T>G 3 202508053 GATGGATTCAGTTTCCATTT 0.74 1.61° 099 047 1.79 0.41 -16.76
CGTTTCTTGA
TGCAGCAAGCTGATGTCCTC

4583309|F| CAAAAGCTAGAGAAGCGAA 2

0-12:A>C 4 147827468 AAGGAGATGCCTGCAGCAC 0.73 2.04© 099 049 1.69 0.39 -14.70
GCTGTCCTTGC
TGCAGTCACCAGAAGAAGA

2395757|F| AAAATAATTGTAAGCACAT 2

0-5T>C 7 146875774 AAATAAAAGAATCAAACTA 0.73 2.25° 099 0.0 1.65 0.38 10.43
CTACCAGCAAAA
TGCAGCGCGGGCGTCATCG

25949110 CCATCGATCTGGCCCGCGA 2

F0-26:T>C 11 32 CATGAGATCGGAAGAGCGG 0.72 239° 099 049 1.62 0.37 14.07
TTCAGCAGGAAT
TGCAGTTCTAGCATCAGAG

9667547|F| CTGGTGGTTCTTTGTAAATG 2

0-28:C>A 1 279082269 TGATTCTGGAAAGGACACT 0.72 2.41° 099 048 1.62 0.37 11.70
GCACCTTTGAT

Cr: Cromosoma; h%: heredabilidad del marcador estimada en porcentaje; FDR: Intervalo de estimacion de falsos positivos; MAF:
frecuencia del alelo menor; R%: proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP expresada en %; Efecto aditivo asociado con

el alelo menor.
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Cuadro A3. Localizacion de SNP asociados significativamente con el VE basados en la estimacion del —logio (P valor) obtenido

con el analisis de la Subpoblacion 2, con el uso de G + K, de la poblacién F2 derivada de la cruza CML561 x CML558.

. : 2 P -log p Efecto
SNP Cr Posicion Secuencia h valor FDR MAF (P valor) (cm® 30g™%)

TGCAGTTGAAATCTGTTT

2497939|F| TTCCCCTGCAATGTGAAT 3

0-20:C>T 1 299310403 CAACATAGTTCTGTTGTT 0.83 2.63° 0.87 047 2.58 0.63 -38.09
TTGATGCAGGAAAGC
TGCAGCTTCAGGGGTCTC

2382471|F| TTGTGGAGTTCTGGACGT 3

0-57-C>T 3 232180365 TGGCAGTGAGCTTCTAGA 0.80 6.01° 0.87 0.46 2.22 0.54 36.32
GTGCCGTTGCCTTCT
TGCAGAAGGCGTCCCAG

2442460|F| ATGGGCTCCAGCGCGAG 3

0-41-G>A 5 199620612 CGCGCACGGCGGCGTGTC 0.79 8.30° 0.87 0.50 2.08 0.51 -35.20
CGTGTTTGGGGGGCTCG
TGCAGACCAACCAGATTC

100012313| AACATAAATAAGGTGCC 3

F0-33:C>T 3 170269576 AGTCTCAAACTTTATTCA 0.79 9.83° 0.87 0.49 2.01 0.49 -38.40
GAATGAGATGTCTGAA
TGCAGCTCTGAAAATTTT

5585907|F| ATGGAGCTAACAATTGTG 3

0-54:G>A 11 67 GAGTTAGGGTGTTTGACA 0.79 9.90° 0.87 0.44 2.00 0.49 51.40
GGCTTTGACCAACTT

Cr: Cromosoma; h?: heredabilidad del marcador estimada en porcentaje; FDR: Intervalo de estimacion de falsos positivos; MAF:
frecuencia del alelo menor; R proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP expresada en %; Efecto aditivo asociado con

el alelo menor.
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...Continuacion del Cuadro A3.

. : ? P -log 2 Efecto
SNP Cr Posicion Secuencia h valor FDR MAF (P valor) (cm?® 30g™Y)
TGCAGGCACTTCTCGAGC
2505100|F| TCCGAGGCCCTGATCCTG 2
0-14:G>C 10 145316326 TCCGCGTACGACCTCAGC 0.78 1.11° 087 043 1.96 0.48 47.84
TTCTTGATGGTCGGA
TGCAGAACAAAACCTTAC
2382814|F| CTGTATTTTCCATGTCTA 2
0-20-G>A 7 158892468 ATGAAGTTATCAGGAAAT 0.78 1.16° 0.87 047 1.93 0.47 29.92
GCACAAGCCACAACC
TGCAGCATGTAAGGTTAG
4582594 |F| CTGCATATGTCCATTTTA 2 i
0-34-T>A 5 69613751 AAAACATAGTAGCTGATT 0.77 1.65° 087 0.44 1.78 0.44 37.50
AAATGTTAGTCAAGT
TGCAGCCAGTGCTGTTGC
7049836|F| TGATAGAACCATGCCTAG 2 i
0-64:G>A 8 4175603 AGATATCCCACTCCCAGT 0.76 1.80- 0.87 0.48 1.74 0.43 34.61
TGAGGGCAAAGAGAA
TGCAGGGCCCTCTCTGAA
4772961 |F| ATTCCAAATAAACAAAC 2
0-38:T>C 7 8491422 AATTGCTGGAGTAAGAAT 0.76 1.87° 087 043 1.73 0.43 34.66
TGGCCTAATTAACAAC

Cr: Cromosoma; h? heredabilidad del marcador estimada en porcentaje; FDR: Intervalo de estimacion de falsos positivos; MAF:
frecuencia del alelo menor; R proporcion de la varianza fenotipica explicada por el SNP expresada en %; Efecto aditivo asociado con
el alelo menor.
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