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Resumen

La siembra profunda es una practica agricola que permite la germinacion y el
establecimiento éptimo de diversos cultivos aun en condiciones de déficit hidrico.
No todas las variedades de cultivos se pueden utilizar bajo este manejo, siendo el
factor limitante la capacidad de las plantulas para emerger a la superficie. El
coleoptilo es una estructura embrionaria vegetal que tiene un papel fundamental
en la emergencia y en el establecimiento de plantulas de algunas gramineas. La
variacion en el tamafo y en la capacidad de elongacion del coleoptilo es un
caracter complejo que esta influenciado por la interaccion de factores ambientales
y genéticos. En este trabajo se realizd el analisis de correlacion lineal entre la
longitud del coleoptilo y el mesocotilo, el tallo, la plumula, la raiz principal y las
raices adventicias asociadas al nodo coleoptilar, de 10,841 plantulas de una
colecciéon endogamica de maiz (Zea mays L.) sometidas a condiciones de siembra
profunda. Los resultados sugieren que el tamafio del coleoptilo no contribuye de
manera significativa a la emergencia de las plantulas en la poblacion de estudio.
Asi mismo, se realizd un estudio de asociacion gendmica (GWAS, por sus siglas en
inglés) en lineas endogamicas de maiz con 134, 648 polimorfismos de un solo
nucledtido (SVAP, por sus siglas en inglés) para detectar genes asociados implicados
en la variacion del tamafo del coleoptilo. Se obtuvieron 28 SNP (> 3.5 -log 10), de
los cuales 23 estuvieron asociados a marcos de lectura abierta de un gen. Los
genes candidatos encontrados en este trabajo codifican a factores de transcripcion,
proteinas estructurales tanto de la pared celular como de la membrana plasmatica
y a enzimas relacionadas con respuestas a la luz y a las auxinas.



Introduccion
Practicas agricolas tradicionales

Actualmente en México existen 54 variedades de maiz (Zea mays L.). Cada una es el
resultado de una seleccion participativa de diversas comunidades humanas las
cuales, a través de la seleccién e intercambio de germoplasma, han adaptado
dichas variedades a una gran cantidad de ambientes a lo largo de decenas de
generaciones (van Heerwaarden et a/, 2011; Wellhausen, 1951). Las adaptaciones
especificas de cada variedad les permiten sobrevivir a condiciones ambientales
particulares de la region en la que han sido domesticadas. En este sentido la
diversificacién generada, aun en la actualidad, corresponde a la diversidad de
practicas agricolas tradicionales bajo las cuales se cultiva y domestica al maiz y, a
su vez, estas corresponden a elementos sociales, culturales, econémicos y
ambientales. El conocimiento de las practicas, asi como de las caracteristicas
fenotipicas de las variedades resultantes de la adaptacion local nos permitiran
hacer frente a las demandas agrondmicas que surgen como resultado de los retos
ambientales actuales, tales como la sequia y el calor.

La siembra profunda

La siembra profunda es una practica agricola utilizada en regiones aridas y
semiaridas alrededor del mundo (Mufioz y Pérez, 2002; Rebetzke et al/, 2005;
Rebetzke et al, 2007; Mohan et al, 2013;). Las semillas de diversas especies
agricolas son comunmente sembradas en profundidad para acceder a la humedad
residual de las capas inferiores del suelo (Rebetzke et al/, 2014; Mufioz y Pérez,
2002).

El éxito de este tipo de manejo depende en gran medida de la capacidad de las
plantulas para emerger a la superficie del suelo (Rebetzke et al, 2016). A su vez, la
emergencia esta en funcion de la capacidad de elongacion de algunos érganos
vegetales, como el mesocotilo y el coleoptilo (Radford y Henzell, 1990; Simon y
Yuri, 2011). La mayoria de los hibridos mejorados de diversos cultivos no tienen la
capacidad de emerger a la superficie bajo condiciones de siembra profunda y
mueren a los pocos dias de la germinacion (Collins, 1914; Mufioz y Pérez, 2002).

En el altiplano noroccidental del estado de Oaxaca, se lleva a cabo una practica
agricola conocida como agrosistema de maiz de cajete, que es una contribucion
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del grupo étnico de los mixtecos. Una de sus principales caracteristicas consiste en
generar un cajete, escarbando hasta encontrar la humedad, se perfora un agujero
en cuyo fondo se deposita a la semilla y se cubre con la tierra himeda. La semilla
se coloca a 35 cm de profundidad (Mufioz y Pérez, 2002).

Otro ejemplo de practica agricola en donde el maiz es sembrado en profundidad
es el de las comunidades originarias Hopi, Navajo y Zuni, en el desierto
estadounidense de Arizona. Dichas comunidades colocan la semilla a
profundidades que oscilan de los 15 a los 45 cm, de esta manera proveen de la
humedad adecuada a la semilla para hacer posible su germinacion (Collins, 1914).

Por otra parte, la siembra de trigo (7riticum aestivum L.) es posible en regiones con
precipitacion anual menores a los 300 mm mediante practicas de siembra
profunda. En el noroeste de Estados Unidos, occidente y suroeste de Australia,
centro de Chile y algunas regiones cerca del Mediterraneo, este cultivo es
sembrado entre 10 y 20 cm por debajo de la superficie del suelo dentro de surcos
profundos (Mohan et al, 2013). Asi mismo, en el altiplano de Loess en China, una
region con un clima arido y semiarido, se ha observado que la captacion de agua
por parte de la raiz de plantulas de trigo ocurre de manera mas eficiente entre los
10 y 20 cm de profundidad y que, a medida que la planta crece, la mayor cantidad
de agua captada proviene de zonas mas profundas, llegando incluso a los 300 cm
(Wang et al, 2016).

Por otro lado, las variedades Segaolane y 65D de sorgo presentan mayor
emergencia con tan solo 3 cm de diferencia en la profundidad de siembra. Estas
variedades son ampliamente sembradas en regiones semiaridas de la Republica de
Botsuana, al sur de Africa, que recibe una precipitacién anual de entre 400 y 600
mm (Harris et a/, 1987).

Por el uso de la humedad residual de las capas inferiores del suelo en ambientes de
déficit hidrico, claramente la siembra profunda puede ser vista como un importante
factor de resistencia a sequia.



Caracteristicas morfologicas que contribuyen a la emergencia de las plantulas bajo
siembra profunda

No todas las variedades de maiz, y de otros cultivos, son proclives a ser usadas en
esta modalidad de manejo. Debido a la profundidad a la que es depositada la
semilla, con respecto a la siembra convencional, las plantulas bajo siembra
profunda requieren de una mayor capacidad para emerger. A tales profundidades
algunas variedades mueren antes de llegar a la superficie.

De manera general, se conoce que el potencial de emergencia esta en funcion de
la capacidad de elongacién de algunas de sus estructuras embrionarias vegetales.
Por ejemplo, en el maiz y el sorgo, el érgano que mas contribuye a la emergencia
en respuesta a la siembra profunda y al establecimiento de las plantulas es el
mesocotilo. En las variedades de maiz Hopi y Navajo, este érgano puede alcanzar
tamafios de hasta 30 c¢cm, mientras que en la gran mayoria de los hibridos
modernos el tamafo del mesocotilo de una plantula sembrada profundamente
oscila entre los 3y 11 cm (Nieto-Sotelo y Cassab, 2012), lo que las vuelve incapaces
de emerger a profundidades mayores de 10 o0 20 cm.

Por otra parte, la estructura que contribuye en mayor medida a la emergencia de
trigo y arroz (Oryza sativa L.), es el coleoptilo. En el primer caso se ha documentado
que la longitud del coleoptilo oscila entre 34 y 114 mm (Mohan et al, 2013),
mientras que en el arroz alcanza un valor maximo de 40 mm (El-Hendawy et al,
2014). Cabe sefalar que, a pesar de las diferencias de longitud intraespecificas, en
todos los casos un mayor tamafo del coleoptilo correlaciona positivamente con el
porcentaje de emergencia y el establecimiento de las plantulas.

£/ coleoptilo: origen embrionario, desarrollo y fisiologia

El coleoptilo tiene su origen en estadios tempranos del desarrollo embrionario del
maiz. La fusion de una célula espermatica (n) y la célula del huevo (n) originan al
zigoto (2n), el cual comienza su desarrollo con procesos de division celular por
mitosis. Al cabo de 75 horas el proembrién consiste de 12 a 24 células pequefas en
el hemisferio apical (embridn), mientras que la parte basal consiste de pocas células
de tamafio pequeio (suspensorio), es decir, se establece una polaridad basal-apical
(Sheridan y Janice, 1994). Posteriormente, se comienza a generar una gran
actividad mitdtica que da origen al meristemo apical radical y al meristemo apical



caulinar (shoot apical meristem). Simultaneamente, el embrion se ensancha hacia la
parte posterior para formar el escutelo y al mismo tiempo una cresta semicircular
de células aparece en la cara anterior apical y se extiende hasta encerrar el
meristemo caulinar. En este momento, el embridon ahora posee un prominente
meristemo apical rodeado del anillo coleoptilar, dentro del cual al cabo de 15 dias
aparecera la plumula con 5 o 6 primordios foliares (Sheridan y Janice, 1994). El
coleoptilo es una estructura efimera que desaparece poco tiempo después de la
germinacion (Inada et a/, 2002).

De manera general se puede definir al coleoptilo como un dérgano vegetal
embrionario caracteristico de las monocotiledoneas (Avery, 1930). Han existido
distintas interpretaciones sobre su funcionamiento y naturaleza bioldgica.
Schleiden (1839) concluye que el coleoptilo es una ligula y en el mismo afio, De
Jussieu (1839) lo interpreta como una estructura homologa a un cotiledén
verdadero. Estudios anatomicos posteriores en trigo y otras monocotiledoneas
(Lestiboudois, 1848) respaldan esta ultima conclusién. Por otra parte, algunos
trabajos consideran al coleoptilo como la segunda o tercera hoja de la planta
(Avery, 1930).

En la actualidad, la homologia morfologica y funcional del coleoptilo con otras
hojas es aun cuestionada. Sin embargo, generalmente se le considera como un
tejido especializado que protege a las hojas jovenes (Inada et a/, 2002). Ademas, su
morfologia esta asociada a facilitar el acceso de la plantula a la superficie, debido a
que la punta del coleoptilo, que es alargada, aguda y rigida, puede abrirse paso a
través del suelo, labor que la falta de rigidez de la pldmula no puede lograr (Collins,
1914; M'Ragwa et al, 2000).

En su articulo Comparative Anatomy and Morphology of Embryos and Seedlings of
Maize, Oats, and Wheat, George Avery (1930) describe que, bajo condiciones
favorables de germinacién, la raiz primaria crece rapidamente e irrumpe el
pericarpio, poco después emerge el coleoptilo que es el punto de crecimiento del
tallo junto con las hojas embrionarias que se encuentran dentro del él. El coleoptilo
es empujado hacia arriba como consecuencia de un alargamiento “de esa parte del
eje” (actualmente se conoce como mesocotilo) justo por debajo del nivel de su
divergencia. El coleoptilo permanece cerrado hasta que su base esta nivelada o
ligeramente por debajo de la superficie del suelo; luego sus bordes comienzan a



separarse cerca de su punta, en el lado opuesto al escutelo, para dar paso a las
primeras hojas. Avery (1930) también describe la anatomia tisular del coleoptilo. En
cortes transversales se ha observado que presenta una estructura muy sencilla,
siendo principalmente parenquimatosa, comunmente tiene un sistema vascular
compuesto de dos haces largos, uno de cada lado. Cada haz tiene varios grupos de
xilemas y una cantidad considerable de floema, y el parénquima que forma el
cuerpo del coleoptilo tiene solo pequefos espacios intercelulares, los estomas
estan presentes solamente en la epidermis externa.

Adicionalmente, el coleoptilo es un modelo biolégico importante para el estudio
de fendmenos complejos como los tropismos de las plantas. Charles Darwin en su
libro The Power of Movement in Plants (1880), describe que el estimulo fototropico
se detecta en la punta del coleoptilo de las plantulas de las gramineas y que el
movimiento en direccion a la luz se da en una regién ligeramente mas basal ya que
al colocar una cubierta opaca sobre la punta, el movimiento no se producia aunque
el resto del coleoptilo estuviera iluminado, sin embargo, al colocar la plantula
cubierta de sustrato y solo con la punta del coleoptilo expuesto a la luz, la
respuesta fototropica se origina sin ningun inconveniente, dejando claro que la
punta de algun modo se comunica con las células de la region de elongacion, que
dirigen la plantula en direccién a la luz (Darwin, 1880).

Posteriormente, Jansen Boysen (1918) describié que esa sefial era una sustancia
quimica que se transporta de la punta del coleoptilo hacia la parte basal del tallo.
No fue sino hasta 1937 que Went y Thimann describieron que los movimientos
fototropico y gravitropico en plantas son causados por la distribucién asimétrica de
una sustancia quimica a la que llamaron auxinas, que se producen en el apice del
coleoptilo (Went y Thimann, 1937; Iino, 1995). En la actualidad existen numerosos
estudios acerca de los mecanismos fisioldgicos tanto a nivel celular y molecular
que subyacen a estos tropismos, asi como del efecto de distintas longitudes de
onda sobre la respuesta fototrdpica y los componentes moleculares involucrados
en dichos procesos (lino, 1995; Jabeen et al, 2006; Kutschera et a/, 2010; Oh et al,
2014).



£/ crecimiento del coleoptilo

El desarrollo vegetal involucra tanto el crecimiento como la diferenciacién celular.
El término crecimiento implica cambios cuantitativos que ocurren durante el
desarrollo y puede definirse como un cambio irreversible en el tamafio de una
célula, 6rgano u organismo completo (Wareing y Phillips, 1981). El crecimiento
vegetal esta determinado tanto por el aumento del tamafo celular, asi como por el
incremento en el niumero de células, y ambos procesos en gran medida estan
regulados por fitohormonas enddgenas y factores ambientales (Kutschera y Wang,
2016).

El crecimiento por division celular

La proliferacion celular juega un papel importante en la elongacién del coleoptilo
de algunas gramineas (Srivastava, 2002). Se han observado células en divisién
celular en las etapas postgerminativas tempranas a lo largo del coleoptilo de trigo,
una vez que dicha estructura supera los 9 mm de tamafo, las células en division
desaparecen y a partir de este momento, la elongacién del coleoptilo depende
totalmente de la expansion celular (Lu et a/, 2006). Asimismo, se ha reportado que,
en plantulas de arroz sembradas bajo condicidn de anoxia, ocurre la division celular
en el coleoptilo. Las células en division celular se observan a partir del primer dia
después de la imbibicion y el indice mitotico cesa gradualmente (Takahashi et al,
2011). También se ha observado que la deficiencia del gen ADH1 (deshidrogenasa
alcohdlica 1) en mutantes de arroz rad, reprime genes asociados tanto a la
elongacién celular como a la divisidon celular, lo cual provoca una disminucion del
tamafo del coleoptilo (Takahashi et a/, 2011).

La division celular en plantas ocurre generalmente en zonas especializadas
llamadas meristemos, en donde, la produccién de células nuevas se lleva a cabo
por mitosis (Inzé y De Veylder, 2006). El ciclo celular se divide en cuatro fases, una
célula recién formada comienza con la fase G1, que es un periodo de crecimiento
previo a la fase de replicacion de DNA (fase S), posteriormente ocurre una segunda
etapa de crecimiento en la fase G2 y finalmente se lleva a cabo la segregacion de
los cromosomas duplicados (mitosis) y la separacion fisica de dos células hijas
(citocinesis) (Inzé y De Veylder, 2006; Perrot-Rechenmann, 2010; Salisbury y Ross,
1992). Las transiciones de G1 a Sy de G2 a M son dos momentos reguladores



criticos del ciclo celular que también se denominan puntos de control o de
restriccion (Gutierrez et al, 2002; Perrot-Rechenmann, 2010).

La progresion del ciclo celular vegetal es controlada por un mecanismo molecular
conservado evolutivamente que involucra distintas combinaciones entre ciclinas y
quinasas dependientes de ciclina (CDK). Los complejos CDK-ciclina fosforilan
selectivamente varios sustratos, lo que modula de manera coordinada la actividad
de la maquinaria molecular que permiten las transiciones G1/S y G2/M (Inzé y De
Veylder, 2006). La mitosis y la salida de la mitosis requieren la degradacion de las
ciclinas a través de la protedlisis dependiente de la ubiquitina (Perrot-Rechenmann,
2010).

En las plantas, las auxinas y otras fitohormonas influyen directa o indirectamente en
la regulacion tanto transcripcional como postraduccional de genes y proteinas
importantes en el ciclo celular. Se demostré que las auxinas inducen la expresién
de CDKA; 1, que codifica el CDK implicado en las transiciones G1/S y G2/M
(Menges, 2006). También se observd que las citocininas, los brasinoesteroides y las
auxinas, regulan la expresion de la ciclina CYCD3;1, la cual esta involucrada en la
transicién G1/S. Ademas se encontraron elementos de respuesta a auxinas (AuxRE)
en las regiones promotoras de muchas ciclinas (Perrot-Rechenmann, 2010). En
células de raiz la auxina redujo la expresion de los genes KRP1 y KRP2, que son
inhibidores de CDK (Himanen et a/, 2013; Perrot-Rechenmann, 2010)

Las auxinas aumentan la estabilidad del factor de transcripcién E2FB, el cual es un
activador transcripcional de varios genes cuyos productos estan involucrados en la
regulacién del ciclo celular o en la replicacion del DNA. Asimismo, las auxinas
estimulan la degradacion de la proteina SKP2A F- box, dicha proteina es un
componente del complejo ubiquitina ligasa E3, el cual se encarga de la
degradacion de proteinas por la via del proteosoma 26S (Jurado etal, 2008).
Presumiblemente, SKP2A modula la degradacién de sustratos para la progresion
del ciclo celular entre la fase S tardia y la fase M (Perrot-Rechenmann, 2010).

También se ha observado que las citocininas inducen la expresion de tres genes
que codifican ciclinas las cuales, presumiblemente, son importantes para la
regulacién del ciclo celular. Asimismo, se ha observado que la biosintesis de
citocininas es esencial para la transicion G2/M y que su concentracién en la célula
oscila durante el transcurso del ciclo celular, con picos agudos al final de la fase Sy
durante la entrada a la mitosis (Schaller, Street, y Kieber, 2014). En general se
considera que las citocininas regulan positivamente la division celular, pero los



mecanismos moleculares de como interaccionan con la maquinaria que regula la
progresion a través del ciclo celular apenas comienzan a apreciarse (Schaller et al.,
2014).

£l crecimiento por elongacion celular

El crecimiento vegetal corresponde al aumento en el tamaifo de los 6rganos
preexistentes o recién formados y se debe en parte al agrandamiento celular,
también conocido como expansion o elongacion celular. Durante la elongacion
celular, se involucran procesos de biosintesis de citoplasma, proteinas vy
componentes de la pared celular. Ademas, se activan numerosas proteinas
integrales de la membrana que permiten el intercambio de iones y de sustancias
osmoticamente activas que, a su vez, transforman las propiedades bioquimicas de
la pared celular y mantienen los valores de potencial osmético, respectivamente
(Hager, 2003; Wareing, 1981).

Los estudios realizados para dilucidar de forma detallada este proceso han
comprendido diferentes enfoques. En primer lugar, se conoce desde los afios 30
del siglo XX, que las auxinas, principalmente el acido indolacético (IAA), son los
reguladores centrales del crecimiento dirigido por turgencia (Kutschera y Wang,
2016). Actualmente se conoce, de manera general, que el IAA esta involucrado en
la expresion coordinada de un gran numero de genes y proteinas; sin embargo,
aun falta conocerse el alcance y la totalidad de sus funciones en el crecimiento
celular (Garay-Arroyo et al, 2014).

Por otra parte, una gran cantidad de fisi6logos vegetales han estudiado el
crecimiento celular en relacion a las proteinas involucradas en este proceso, dando
a conocer que la biosintesis de proteinas es un factor limitante para el crecimiento
y que la funcion de muchas de ellas esta relacionada con el IAA (Key, 1964;
Kutschera y Wang, 2016). En este sentido, existe el concepto de proteinas
limitadoras del crecimiento (GLP, por sus siglas en inglés). Este concepto hace
referencia a un gran nimero de proteinas que estan involucradas en la biosintesis
de los componentes de la pared celular, la relajacién de la pared, la organizacién
del citoesqueleto, el transporte de vesiculas y en otros procesos causales de la
elongacion celular (Key, 1964). Cabe sefalar que la totalidad de las de las GLP
involucradas en la elongacion de las células del coleoptilo, asi como su regulacion



genética y caracterizaciéon funcional permanecen desconocidas (Kutschera y Wang,
2016).

Adicionalmente, hay estudios que demuestran la influencia de factores ambientales
tales como la luz, la temperatura, la humedad, la disponibilidad de oxigeno (O) y
nutrientes, que provocan cambios en la elongacién celular y, por ende, en el
tamano del coleoptilo (Chebli y Geitmann, 2017; El-Hendawy et a/, 2014; Oh et al,
2014).

Los estudios fisiologicos en torno a la elongacion celular han utilizado a los
coleoptilos del maiz y de otras gramineas, como modelos experimentales, ya sea
en fragmentos extirpados o en plantulas intactas. En este sentido, se cuenta con
numerosos y valiosos estudios fisiolégicos tradicionales que han ayudado a
establecer procesos generales de la elongacién celular (Clouse, 2003; Hager, 2003;
Kutschera y Wang, 2016). Sin embargo, la forma en que la variacidn genotipica
puede generar patrones de elongacion y tamafios especificos en el coleoptilo, se
ha comenzado a estudiar s6lo en décadas recientes.

Factores fisiologicos

Los bioensayos pioneros de Frits Went (1928), quien extirpaba la punta del
coleoptilo y la sustituia con bloques de agar con (o sin) suplemento de auxinas,
dieron a conocer que esta fitohormona es fundamental para la elongacion del
coleoptilo. Posteriormente con base en los trabajos de Overbeek (1936), quien
estudio la inhibicion inducida por luz de la elongacion del mesocotilo en plantulas
de maiz, Went y Thimann (1937) llegaron a la conclusién de que, ademas del
coleoptilo, el crecimiento de todo el tallo era dependiente del flujo de auxinas
desde la punta del coleoptilo hasta la base de la plantula. Actualmente existen dos
hipotesis del mecanismo molecular por el cual el IAA actla para promover la
elongacion celular. La primera consiste en que esta hormona activa directamente a
la ATPasa — H*, que es una proteina secretora de protones de la membrana
plasmatica, la segunda hipdtesis indica que la auxina actia como mensajero
secundario y activa la sintesis de la ATPasa — H* (Hager, 2003). En ambos casos el
aumento de esta proteina en la membrana plasmatica provoca la salida de
protones (H*) al espacio apoplastico, lo que resulta en la acidificacion del
apoplasma. Este cambio de pH activa proteinas, tales como a las expansinas, que
promueven la relajacion y la plasticidad de la pared celular. Al mismo tiempo, esta
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acidificacion provoca una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica que induce
la captacion de K* provocando cambios osmoéticos que permiten la afluencia de
agua por las acuaporinas de la membrana plasmatica, lo que favorece la
elongacién celular y la de los o6rganos dirigida por la presion de turgencia
(Kutschera y Wang, 2016).

Analisis comparativos y cuantitativos, sin embargo, permiten llegar a la conclusion
de que la secrecion de protones inducida por IAA es insuficiente para causar la
relajacion via acidificacion de la pared celular en los coleoptilos (Kutschera y Wang,
2016). Por lo tanto, el efecto del IAA en la elongacién celular no solo se restringe a
la capacidad de acidificacion en la pared, sino que ademas induce otros
mecanismos celulares. Por ejemplo, se documentd que en presencia de IAA se
generan nanoparticulas a lo largo de las paredes celulares externas de la epidermis
(OEW, por sus siglas en inglés) del coleoptilo. Estos granulos se encuentran en los
coleoptilos de plantulas intactas y desaparecen en los segmentos cortados basales
de este d6rgano. Sin embargo, pueden reaparecer si son incubados en IAA,
coincidiendo con la induccién de la elongacion celular. Estos granulos han sido
interpretados como “complejos ablandadores de la pared celular” dependientes de
IAA, debido a que en presencia de factores acidificantes como la fusicoccina y
amortiguadores de pH 4 se promueve el crecimiento de fragmentos de coleoptilo,
pero no se observan las nanoparticulas (Kutschera y Wang, 2016).

La composicién de estos granulos no ha sido dilucidada. Sin embargo, se conoce
que contienen proteinas O-glicosiladas que se incorporan a la OEW. Se ha descrito
que la OEW tiene propiedades elasticas particulares que representan un factor
limitante de caracter biofisico para el crecimiento del 6rgano (Lipchinsky, 2013). El
IAA ademas promueve la incorporacién de leucina-3H dentro del OEW, pero la
biosintesis de la celulosa, la hemicelulosa y de las pectinas, que son polisacaridos
estructurales de la pared, no se ven afectadas (Kutschera y Wang, 2016).

Otra aproximacion utilizada para el estudio fisiologico del crecimiento del
coleoptilo son los experimentos con sustancias inhibidoras de la biosintesis de
proteinas y de RNA en donde se observa que el crecimiento inducido por IAA
puede ser inhibido. Por ejemplo, algunos antibiéticos como el cloranfenicol y la
puromicina inhiben el crecimiento de segmentos de coleoptilo aun en presencia de
IAA (Noodén y Thimann, 1963). Asimismo, inhibidores especificos de la sintesis de
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RNA suprimieron el crecimiento en segmentos del mesocotilo (Key, 1964). Estos
estudios llevaron al concepto de proteinas limitadoras del crecimiento (GLP, por
sus siglas en inglés), en donde se propone que la elongacién mediada por auxinas
es dependiente de la biosintesis de GLP, las cuales pueden tener diversas funciones
(Chae et al, 2012). También se conoce que en la pared celular existen distintas
enzimas que contribuyen a la reorganizacion y expansién de la pared durante el
crecimiento celular. Por ejemplo, se ha descrito que las expansinas son proteinas
enddgenas asociadas a la pared que se activan en condiciones acidas. Estas
proteinas separan los enlaces de hidrogeno (H) entre las microfibrillas de celulosa y
la matriz de polimeros (Gao et al/, 2008). Asi mismo, se conoce que las
xiloglucano-endotransglicosilasa-hidrolasas (XTH), tienen la habilidad de cortar el
esqueleto de xiloglucanos e integrar mas moléculas de xiloglucano en la pared
celular (Santana, 2016).

En estudios protedmicos realizados con el centeno (Secale cereale) se detectd una
proteina de union a GTP cuya abundancia disminuyé a los 30 min de iniciado el
tratamiento con IAA. Al mismo tiempo, la subunidad 26S del proteosoma aumenté
(Kutschera et a/, 2010). En un analisis protedmico y de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) realizado con coleoptilos de plantulas de
maiz etioladas se descubrieron 15 proteinas que podrian estar involucradas en la
biosintesis de la pared celular o de la cutina, asi como de dos proteinas
epidérmicas (Hyp 3 y Hyp 4) que pueden estar asociadas con la relajacion de la
pared (Jie, et al, 2013).

Aun no se conocen todas las proteinas involucradas en el proceso de elongacion
celular en el coleoptilo, ni tampoco se conoce la funcién especifica de muchas de
las que se han observado en estudios protedmicos. Sus funciones propuestas son
la biosintesis de la pared celular, la relajacion de la pared, el transporte de vesiculas
y la organizacion del citoesqueleto (Kutschera y Wang, 2016).

Factores genéticos

A partir de la informacién previamente descrita, es posible concluir que la
elongacion del coleoptilo mediada por auxinas involucra la sintesis coordinada de
un gran numero de proteinas y su respectiva regulacion génica. Sin embargo, las
aproximaciones genéticas sobre el estudio del tamafio del coleoptilo en el maiz y
en otras gramineas son escasas.
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Los analisis genomicos en Arabidopsis thaliana demuestran que el factor de
respuesta a auxina ARF6, el factor de transcripcion regulador de luz y temperatura
PF4, y el factor de transcripcion sefializador de brasinoesteroides BZR1, interactian
unos con otros y conjuntamente regulan un gran nimero de genes diana en
comun involucrados en el crecimiento en plantulas de A. thaliana ©Oh et al,, 2014).

En variedades de trigo se detectd que los alelos Rht-B7by Rht-D7b confieren un
fenotipo enano y que las plantulas presentan coleoptilos pequefios. Estos genes se
caracterizan por la falta de respuesta a las giberelinas (GA). Se conoce que estas
fitohormonas promueven la elongacion celular actuando sinérgicamente con las
auxinas (Oh et al, 2014).

Los estudios sobre las variaciones genéticas que explican las variaciones en el
tamafio del coleoptilo han sido reportados principalmente en trigo. Mediante el
uso de secuencias simples repetidas (SSR), como marcadores moleculares, se han
detectado /oc/ de caracter cuantitativo (QTL, por sus siglas en inglés) sobre el
cromosoma 6A que explican el 8% de la variacion de la longitud del coleoptilo
(Spielmeyer et al, 2007). Por otro lado, en un analisis de asociacion con 5,011
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en ingles), se han
detectado ocho QTL para este caracter y se mostrd estadisticamente que el gen
Rht-B1b esta asociado a la elongacién del coleoptilo (Li et a/, 2017).

Adicionalmente, en arroz sembrado en condiciones anaerodbicas (bajo sumersion en
agua), se han detectado cambios en los patrones de expresion del coleoptilo en
genes que codifican a proteinas involucradas con modificacién de la pared celular,
como pectinesterasas, y factores de transcripcién, como AP2-EREB, MYB y WRKY'y
biosintesis hormonal (Narsai et a/, 2015).

GWAS: analisis de asociacion genomica para el estudio de rasgos complejos

La variacién fenotipica del tamafio del coleoptilo esta determinada por la accién
conjunta de varios genes (Murphy et a/, 2008; Rebetzke et al, 2007), de los cuales
cada uno tiene un efecto moderado sobre el fenotipo, es decir, se trata de un rasgo
complejo. Una metodologia ampliamente usada en investigacion agricola para
detectar genes candidatos implicados en rasgos complejos y cuantitativos es el
estudio de asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) (Li
et al, 2014). Los marcadores genéticos que comunmente se utilizan en analisis de
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asociacion gendmica son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus
siglas en inglés). La aproximaciéon basica del GWAS es evaluar la asociacion entre
los SNP y un fenotipo de interés que haya sido cuantificado en un gran nimero de
individuos (Korte y Farlow, 2013). De este modo, estadisticamente, se identifican
loci candidatos del genoma asociados al fenotipo y estos resultados aportan una
primera aproximacion antes de establecer una relacion causal entre el genomay el
fenotipo (en este caso, el tamafo del coleoptilo).

No existen estudios en maiz sobre la variacion genética que subyace a la longitud
del coleoptilo. El conocimiento de la arquitectura genética que controla este rasgo
es de gran importancia para el entendimiento de su aportacion en la emergencia
del maiz y el papel que juega en el desarrollo temprano de la plantula, ademas de
contribuir al entendimiento de la evolucion de las variedades locales.
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Antecedentes
Ventajas de la siembra profunda

Nieto-Sotelo y Cassab (2012) realizaron bioensayos de siembra profunda bajo
condiciones controladas de 284 accesiones de plantulas de maiz desarrolladas por
el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, por sus siglas
en ingles) y provenientes del proyecto Drought Tolerant Maize for Africa (DTMA).
En estos ensayos se caracterizd la morfologia de diversos érganos, asi como el
rendimiento en grano (T/ha) de cuatro hibridos DTMA en parcelas sembradas bajo
diferentes profundidades y condiciones de riego y sequia.

Los datos muestran que el rendimiento obtenido bajo condiciones de sequia en
parcelas de las semillas sembradas a profundidad (34 cm) es superior al obtenido
en parcelas sembradas de forma somera (5, 16 y 24 cm). Ademas, encontraron que
el rendimiento es similar al de las plantas procedentes de semillas sembradas a 5
cm de profundidad en condiciones de riego.

Por otra parte, este estudio también concluye que los organismos sembrados a
profundidad en condiciones de déficit hidrico desarrollan mayor biomasa radicular
en comparacion con las sembradas de forma somera. Esta caracteristica es comun
en las raices que estan en contacto con la humedad y podria tener implicaciones
en la absorcion de nutrientes del suelo y por lo tanto en el desarrollo 6ptimo de los
cultivos.

Ademas, la temperatura foliar a medio dia fue menor en los organismos sembrados
a profundidad, lo que indica que este manejo mejora la tasa de transpiracion,
denotando claramente un mecanismo de tolerancia al estrés calorico.

La variacion en el tamafio del coleoptilo, que es resultado de la division vy
alargamiento celular, es un rasgo cuantitativo, también conocido como rasgo
complejo. Este tipo de fenotipos estan determinados por la accion conjunta de
varios genes que se relacionan en una red de interaccion génica compleja que
determinan los fenotipos observables (Davila y Alvarez, 2015). El conocimiento de
la arquitectura genética que controla la variacion en la longitud del coleoptilo es de
gran importancia para el entendimiento de su aportacion en la emergencia y la
relacién que tiene con otras estructuras embrionarias en el desarrollo temprano de
la plantula.
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Hipotesis

1.

Bajo condiciones de siembra profunda el tamafio de estructuras como el
mesocotilo, la plumula, la raiz principal y las raices asociadas al nodo
coleoptilar, podrian correlacionar con el tamafio del coleoptilo.

El tamafio del coleoptilo podria contribuir a la emergencia de las plantulas
bajo condiciones de siembra profunda.

La variacién de la longitud del coleoptilo es un rasgo complejo por lo que se
espera que esté determinado por una multitud de genes que subyacen a la
diversidad de este caracter en el maiz.

Debido a que el crecimiento del coleoptilo estd determinado por divisién
celular y por el crecimiento de células individuales, es posible que los genes
candidatos involucrados en la variaciéon del tamafo de dicha estructura
estén relacionados con funciones de relajacién de la pared celular y
hormonas involucradas con la elongacion y division celular.

Objetivos

1.

Evaluar la relaciéon del tamafo del coleoptilo con el tamafo de diversas
estructuras embrionarias como el mesocotilo, la plumula, la raiz primaria y
las raices asociadas al nodo coleoptilar.

Evaluar la aportacion del coleoptilo sobre la emergencia de las plantulas
bajo condiciones de siembra profunda.

Identificar, mediante analisis de GWAS, genes candidatos que influyen en la
variacion del tamafo del coleoptilo de plantulas de maiz bajo siembra
profunda en una coleccion de hibridos DTMA.
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Materiales y métodos
Material biologico y fenotipificacion

Se utilizé una coleccién de 282 hibridos de maiz provenientes del programa de
mejoramiento Drought Tolerant Maize for Africa (DTMA). Estos hibridos fueron
desarrollados y proporcionados por el Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT). La coleccién de hibridos DTMA se origin6é a partir de la
cruza de 275 lineas altamente endogamicas con distancias genéticas amplias, ya
que este germoplasma proviene de distintos programas de mejoramiento de
maices tropicales y subtropicales, principalmente. (Cairns et al, 2013; Wen et al,
2011). La coleccion consta de hibridos medio hermanos, ya que cada una de las
lineas endogamicas usadas se cruzo contra la linea CML312 para formar cada uno
de los hibridos.

La fenotipificacion de los hibridos DTMA se realizd previo al inicio de esta tesis en
el laboratorio de Fisiologia Molecular del Jardin Botanico de la UNAM. Para esto, se
realizaron bioensayos de siembra profunda por triplicado (Nieto-Sotelo y Cassab,
2012). Para simular la siembra profunda se utilizé6 un tubo de PVC hidraulico de 3
pulgadas de diametro y 40 cm de longitud, en uno de sus extremos se coloc6 una
tapa del mismo material. Se afadieron aproximadamente 2 litros de turba rubia
pura (peat-moss) de las marcas Terracult® o Hawita®, las cuales no contienen
fertilizantes que promuevan mayor crecimiento en las plantulas. La turba rubia fue
homogéneamente humedecida con 750 ml de agua corriente, de esta manera se
formé una capa de turba rubia con una profundidad de 20 cm.

En cada bioensayo se colocaron 15 semillas, las cuales fueron previamente
desinfectadas durante 10 min con 20 ml de hipoclorito de sodio al 5.1% de marca
comercial (Patitos, S.A de C\V) y enjuagadas con agua corriente para quitar los
residuos de hipoclorito de sodio. Posteriormente, se colocaron las semillas sobre la
superficie de la turba rubia con una separacién de aproximadamente 2 cm entre
ellas. Se agrego sobre las semillas una capa de 16 cm de vermiculita de tamafio
mediano, de la marca AGROLITA® (Accimin, S.A de C.V.) y se humedecié con 500
ml de agua corriente.

Los bioensayos de germinacion se realizaron a una temperatura de 28°C. Asi
mismo, la germinacion se llevé a cabo en condiciones de oscuridad para evitar que
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la luz influya en la longitud de las estructuras vegetales, ya que las plantas utilizan
la luz como una sefial ambiental para alterar su crecimiento (Pratt, 1994). Ademas,
los estimulos de luz son percibidos por la punta del coleoptilo, ya que en esta zona
se encuentra la mayor cantidad de receptores de la luz azul (criptocromos y
fototropinas) y la luz roja y su presencia desencadena una respuesta
fotomorfogénica en la zona de crecimiento de la plantula (Pratt, 1994; Briggs,
2014). Los tubos se regaron con 100 ml de agua corriente cada 48 h, y solo se
utilizé luz verde (bombilla led 5 Watts, lampara LD1018) de seguridad durante el
riego. Las plantulas se retiraron de los tubos 7 dias después de inducir la
germinaciéon e inmediatamente se midié la longitud de las siguientes estructuras
vegetales: el coleoptilo, el mesocotilo, la plimula, la raiz primaria y la cantidad de
las raices asociadas al nodo coleoptilar (RANC). La germinacién de cada accesion
de DTMA se realizé en tubos separados y por triplicado.

Variacion de la longitud del coleoptilo, analisis de correlacion lineal entre las
estructuras y aportacion del coleoptilo a la emergencia

Se realizaron pruebas de normalidad del tamafio del coleoptilo considerando los
promedios de cada accesion de la coleccion. Igualmente se realizaron diagramas
de caja y bigote para observar la variacién de la longitud de dicha estructura en el
software GraphPad Prism 5.

Asi mismo, se realizod un analisis de correlacion lineal entre el tamafo del coleoptilo
y el tamafo de la plumula, el mesocotilo, la raiz primaria y la cantidad de RANC,
con la finalidad de conocer la relacion que existe entre estas estructuras bajo
condiciones se siembra profunda. Ademas, se realiz6 un analisis de correlacion
entre la emergencia y el tamafo de la plimula, el mesocotilo y el coleoptilo para
analizar la aportacion del tamafo de estas estructuras sobre la emergencia bajo
condiciones de siembra profunda. Se consideré6 como emergencia al nUmero de
plantulas cuyo tallo superara los 16 cm de longitud. Esta medida corresponde a la
capa de vermiculita que se coloco sobre las semillas durante la germinacion.

Genotipificacion y analisis de GWAS

La extraccion de DNA y obtencion de SNP se llevd a cabo en el Institute of
Biotechnology, Cornell University, NY, USA, con la técnica Genotyping by
sequencing (GBS). Este método utiliza protocolos de “secuenciacion de nueva
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generaciéon” que se basa en la digestion del DNA gendmico con enzimas de
restriccién sensibles a metilacion, por lo tanto, no cortan sobre secuencias de DNA
metilados, asegurando que la secuenciacion se lleve a cabo en regiones
codificantes del genoma. Los fragmentos obtenidos se ligan a adaptadores de
codigo de barras y posteriormente se amplifican por PCR y se secuencian (He et al,
2014). Esta técnica ha sido usada exitosamente en implementacién de GWAS.

La informacién sobre los SNP que se obtuvieron nos fue proporcionada por el
CIMMYT en archivos hapmap que contienen 955,690 SNP para cada una de las 272
accesiones. Para el analisis de GWAS se aplicaron filtros de control de calidad de
los SNP en el programa 7asse/ 5.0 (Bradbury et al, 2007). El primer filtro (MC,
minimum count) considerd Unicamente aquellos SNP que estuvieran presentes en
al menos 258 lineas, es decir, el 95% de los datos presentes. El segundo filtro (MAF,
Minor Allele Frequency) consider6 que la frecuencia del alelo menor de cada SNP
fuera de al menos 0.05 con la intencién de retirar los SNP con frecuencias alélicas
bajas, ya que estas variaciones genéticas podrian atribuirse a errores técnicos en la
secuenciacion. Con la aplicacion de estos filtros de control de calidad solo se
consideraron en el analisis 134,694 SNP para cada linea DTMA.

El analisis de GWAS se realizd con el paquete GAPIT (Genomic Association and
Prediction Integrated Tool) version 2 (Lipka et al, 2012). Este analisis se ejecutd con
el modelo lineal mixto comprimido (CMLM) (Zhang et al, 2010), el cual se basa en
el Modelo General Mixto (MLM).

El MLM disminuye la tasa de falsos positivos sin comprometer las asociaciones
verdaderas (Li et al, 2014) provocadas por el desequilibrio de ligamiento y la
estructura genética de la poblacion. EIl CMLM es una optimizacion que ha
demostrado aumentar el poder estadistico en los analisis de GWAS, ademas de
reducir el tiempo de calculo computacional.

Cabe mencionar que Wen y colaboradores (2011) realizaron un analisis de
componentes principales (PCA), un agrupamiento por neighbor-joining y un
analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando SNP, demostrando que la
diversidad genética y el desequilibrio de ligamiento de estas lineas es ideal para
mapeos de asociacion donde el error de tipo 1 se puede controlar usando un MLM
(Wen et al, 2011).
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Los datos fenotipicos utilizados para el analisis de GWAS corresponden al
promedio de elongacion de coleoptilo de cada linea DTMA.
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Resultados

Variacion de la longitud del coleoptilo, analisis de correlacion lineal entre las
estructuras y aportacion del coleoptilo a la emergencia

Considerando las tres réplicas, en cada linea DTMA se indujo la germinacion de 45
semillas. Sin embargo, la viabilidad de las semillas difiri6 en cada accesion, por lo
que la cantidad total de plantulas fenotipadas para cada linea DTMA fue distinta a
45. La accesion DTMA 79 es la linea con menor nimero de semillas germinadas
teniendo solo 13 plantulas fenotipadas. Ciento cinco accesiones tuvieron entre 15y
40 plantulas y el resto contaron con mas de 40 individuos fenotipados. En total se
fenotiparon 10, 841 plantulas. Cabe sefialar que 10 de las accesiones fenotipadas
no contaban con datos genotipicos por lo cual solo 272 accesiones se consideraron
para el analisis.

La variacion en el tamafo de los coleoptilos de las lineas DTMA oscila entre 1y 9
cm. En el Anexo 1 se presentan diagramas de caja y bigote en los que se visualiza
la distribucién de tamafo (cm) de los coleoptilos de las 272 accesiones. En la
Figura 1 se observa un histograma de frecuencias de la longitud coleoptilar, en el
que se muestra que la coleccion DTMA, para este caracter, tiene un promedio de
481 + 0.59 cm. La accesion DTMA 269 tiene la longitud promedio menor, con un
valor de 3.21 cm, mientras la accesion DTMA 210 tiene el promedio mayor con un
valor de 6.37 cm.

Adicionalmente se realizd un analisis de normalidad con la longitud promedio del
coleoptilo de las 272 accesiones. La prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S) de una
muestra indica que los datos presentaron una distribucion normal (p>0.05).
Adicionalmente, los valores de asimetria y curtosis (0.339 y -0.174,
respectivamente) indican que la distribucién de frecuencias de los promedios de la
longitud del coleoptilo presentaron una distribucién normal con datos cargados en
el centro. Los analisis de asociacion por MLM parten del supuesto que los datos se
distribuyen de manera normal, esto ayuda a disminuir la cantidad de asociaciones
falsas.
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Figura 1. Histograma del promedio de la longitud
del coleoptilo (cm) de las 272 accesiones DTMA.
La prueba de Kolmogorov-Smirnov para una
muestra indicd que los datos tienen una
distribucién normal (p> 0.05). La asimetria (0.339)
y curtosis (-0.174) se encontraron dentro de los
valores establecidos para una distribucion normal
(+ 0.5). Media = 4.81, desviacién estandar = 0.59,
valor minimo = 3.21, valor maximo 6.37.

En la Figura 2 se muestran graficas de caja y bigote con las lineas de mayor

contraste en el tamafio promedio del coleoptilo. Se tomaron las 15 lineas con el

mayor y el menor promedio y se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via

con los datos de sus respectivos individuos. El resultado muestra que ambos

grupos difieren significativamente (p < 0.0001) para este caracter.
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Figura 2. Graficas de caja y bigote de los hibridos DTMA con tamafio de coleoptilo contrastante. El
ANOVA de una via mostré que ambos grupos difieren significativamente (P < 0.0001) para este
caracter. Las cajas de color naranja corresponden a las lineas cuyo promedio fue menor a 3.9 cm de
longitud y las cajas verdes a las lineas con promedio mayor a 5.86 cm.
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Se realizaron analisis de regresion lineal entre los 6rganos de la plantula (Figura 3).
Los resultados muestran que la proporcién de la varianza en la longitud del
coleoptilo, que se explica a partir de la longitud de la plimula, el mesocotilo, la raiz
primaria y las RANC, son de 0.256, 0.081, 0.1648 y 0.091, respectivamente. Esto
significa que el modelo de correlacidén lineal explica un 25.6 % de la varianza
observada para la longitud del coleoptilo respecto a la plumula. El 8.1 % para
coleoptilo y el mesocotilo y solo 16.4% y 9.1% entre el coleoptilo y la raiz primaria
y las RANC, respectivamente. En todos los casos hay una correlacion positiva con
un valor p < 0.0001.

Asi mismo se realizaron analisis de correlacion entre la longitud promedio de las
estructuras que conforman el tallo de la plantula (la plimula, el mesocotilo y el
coleoptilo) con respecto a la emergencia de cada linea DTMA (Figura 4). Se
consideré como emergencia al nimero de plantulas cuyo tallo superara los 16 cm
de longitud. Esta medida corresponde a la capa de vermiculita que se coloco sobre
las semillas durante la germinacidon. Los resultados muestran que las tres
estructuras correlacionan con el nimero de plantas que emergen a la superficie; sin
embargo, el coleoptilo es la estructura que menos explica la emergencia de las
plantulas.
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Emergencia
(Numero de individuos)

Figura 3. Graficas de regresion lineal entre el coleoptilo, la plumula, el mesocotilo, la raiz primaria
(RP) y las raices asociadas al nodo coleoptilar (RANC). En todos los casos se observaron
correlaciones ligeramente positivas con valor p < 0.0001. En el modelo lineal, la proporcién de la
varianza de la longitud del coleoptilo que se explica a partir de la longitud de la plimula (a),
mesocotilo (b), RP (c) y RANC (d) fue de 0.256, 0.081, 0.1648 y 0.091, respectivamente.
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Figura 4. Graficas de emergencia. Se observa que las tres estructuras presentan correlacion positiva
(p < 0.0001) con respecto a la emergencia. En el modelo lineal, la proporcion de la varianza de la
emergencia que se explica a partir de la longitud de la plumula (a), el mesocotilo (b) y el coleoptilo
(c) fue de 0.4711, 0.342 y 0.112, respectivamente.
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Datos genotipicos y analisis de GWAS

La informacién sobre los SNP obtenidos nos fue proporcionada por el CIMMYT en
archivos hapmap que contenian 955,690 SNP en cada una de las 272 accesiones.
Para el analisis de GWAS se aplicaron los filtros de control de calidad MC y MAF de
los SNP en el programa 7asse/ (como se explicé en Materiales y métodos). Con la
aplicacion de estos filtros sélo se consideraron en el analisis 134,694 SNP para cada
linea DTMA. En la Tabla 1 se muestra la cantidad total de SNP de cada cromosoma
que cumplieron los criterios de calidad, asi como la relacién de los SNP originales
para cada cromosoma y los que cumplieron con los criterios de calidad. Solo
134,648 SNP, que corresponden al 14% del ndmero original, fueron considerados
en el andlisis de GWAS.

Tabla 1. Filtros de calidad de los datos genotipicos. En promedio, se
consideraron 13,465 SNP por cromosoma siendo el cromosoma 1,
con 21,676 SNP, el que tuvo la mayor cantidad. El cromosoma 0
corresponde a los SNP provenientes de ADN no nuclear, por
ejemplo, del cloroplasto.

Cromosoma SNP sin filtro SNP filtrados (MAF
<0.05y CM 95%)

0 570 0
1 148,752 21,676
2 115,173 16,592
3 108,224 15,349
4 94,726 13,262
5 110,328 16,257
6 76,475 10,662
7 80,517 10,845
8 81,431 11,597
9 72,368 9,852
10 67,126 8,556
Total 955,690 134,648
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El analisis de GWAS se realizd con el paquete GAPIT (Genomic Association and
Prediction Integrated Tool) version 2 (Lipka et al, 2012). Este analisis se ejecutd con
los datos de la longitud promedio del coleoptilo de cada accesion y los 134,648
SNP que cumplieron con los criterios de calidad (Tabla 1).

Los resultados de salida proporcionados por GAPIT consisten en asignar un valor p
para cada SNP, dicho valor corresponde a la significancia estadistica asociada a la
longitud del coleoptilo. En la Figura 5 se observa un diagrama tipo Manhattan
(Manhattan Plot), en el que se muestra de forma grafica la distribucién de los SNP
en relacion al logaritmo negativo del valor p obtenido por el GWAS. En el eje
horizontal del gréafico se encuentran los 10 cromosomas de maiz representados por
distintos colores y cada punto representa a un polimorfismo. Sobre el eje X, cada
SNP se distribuye en relacién a su posicion fisica en el genoma y sobre el eje Y en
relacién al logaritmo negativo de su valor de asociacion (-logio*valor p de cada
SNP). Debido a que las asociaciones estadisticas mas fuertes tienen el valor p mas
pequeno, sus algoritmos negativos seran mas grandes, por lo tanto, se ubicaran en
la parte superior del grafico.
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Figura 5. La grafica tipo Manhattan es el resultado del GWAS y muestra la distribucion de los SNP en
el genoma (eje X) en funcién de su valor de asociacion (eje Y). El umbral maximo de aceptacién para
este trabajo se determind a partir de —log10 (p) = 3.5 (linea punteada) en la cual hay 30 SNP
asociados candidatos.
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Para determinar el umbral de significancia estadistica (valor p minimo) se pueden
considerar dos criterios. El primero, conocido como ajuste de Bonferroni, consiste
en hacer mas astringente la significancia estadistica tomando en cuenta el valor
convencional de valor p (0.05) dividido entre el total de tratamientos o
comparaciones realizadas en el analisis. En este caso los 134,648 SNP, que da como
resultado 3.713x10”7 cuyo logaritmo negativo es 6.43, por lo tanto, los SNP
asociados estadisticamente significativos deben ser mayores a dicho valor. En el
analisis de asociacion para la longitud de coleoptilo, ninguno de los SNP cumplioé
con el umbral establecido bajo la prueba de Bonferroni, siendo el valor de
asociacion mas alto en este analisis el SNP S70 777678837, ubicado en el
cromosoma 10 con un -logro(valor p) de 5.006297133.

El segundo criterio consiste en generar un grafico cuantil cuantil (Q Q Plot, por sus
siglas en inglés) del -logio(valor p) de cada SNP. Este grafico muestra la distribucion
esperada de los valores de asociacion estadistica (eje x) de todos los SNP del
analisis y los compara con los valores observados en el eje Y. Los resultados de los
SNP asociados a la longitud del coleoptilo (Figura 6) muestran una linea continua,
donde coinciden los valores observados con los esperados. Este patron es comun y
representa a los SNP no asociados, al final del grafico se observan algunos SNP
(circulos azules) que difieren de este patron y representan las pocas asociaciones
verdaderas. Bajo este criterio se determind el umbral de significancia a un -
log(valor p) de 3.5 (linea discontinua) lo cual permitié localizar 30 polimorfismos
candidatos a la variacion del coleoptilo sobre los diez cromosomas del maiz.

Observed —logio(p)

T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Expected —logqo(p)

Figura 6. El Q-Q Plot muestra la distribucién esperada de los valores de asociacion estadistica (eje x)
de todos los SNP del analisis y los compara con los valores observados en el eje y. El umbral maximo
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de aceptacién para este trabajo se determind a partir de —log10 (p) = 3.5 (linea punteada) en la cual
hay 30 SNP asociados candidatos.

Ubicacion genomica de los SNP asociados

De acuerdo a lo anterior, se localizaron 30 polimorfismos candidatos asociados a la
variacion del coleoptilo con un valor p < 0.00029 distribuidos en los diez
cromosomas del maiz (Tabla 2), tres de los SNP candidatos se encontraban a
menos de 50 pb de distancia, por lo cual fueron considerados como haplotipo y
solo se tomé en cuenta como SNP asociado al “S10_111618837", ya que posee el
valor de significancia mayor. Por lo tanto, solo se consideraron 28 SNP asociados.

Para conocer la regidbn gendmica en la cual se encuentran los SNP candidatos
asociados, se mapeod su posicion fisica en el genoma de referencia (maiz B73,
RefGen_v2) mediante el programa Artemis. Posteriormente, se selecciond la
secuencia de los 100 pb que rodean al SNP asociado y con dicha regién se realizd
un alineamiento de busqueda local o BLAST (Basic local Alignment Search Tool) en
la version B73 RefGen_v4 de maiz en las bases de datos Maize Genetics and
Genomics  Database  (https://www.maizegdb.org/) 'y  Gramene  Project

(http://www.gramene.org ). Asi mismo, estas bases de datos fueron consultadas

para conocer la familia génica a la que pertenecen los genes asociados, asi como la
posible funcion molecular y/o bioldgica de acuerdo a los términos ontoldgicos (GO
terms).
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Tabla 2. Lista de los 28 SNP candidatos con mayor valor de asociacion a la elongacién del coleoptilo en
orden descendente. Se muestra el cromosoma en el que se ubican, asi como su posicion gendmica de
acuerdo a la version de referencia de maiz B73 RefGen_v2. En la columna “Regidn” se indica si el SNP se
encuentra dentro de un marco de lectura abierto o en regiones intergénicas. Tambien se indica su
anotacion de referencia de acuerdo a Gramene Project y MaizeGDB. El SNP S3 199745938 corresponde a
una region intergénica y no se encontraron marcos de lectura abierta de gen a mas de 100 kbp de distancia.

SNP Crom  Posicion p- Region Gen asociado
value

$10_111618837 10 112506562 5.04 gen Zm00001d025281
$10_34726220 10 35679080 4.44 gen Zm00001d024000
S1_289598893 1 295014318 4.28 gen Zm00001d034510
$10_2255134 10 1809451 4.21 gen Zm00001d023272
S8_26349938 8 27190749 420 gen Zm00001d008957
S1_296993149 1 302476557 4.19 gen Zm00001d034805
S4_166927555 4 169880287 4.16 gen Zm00001d051791
S9_102962591 9 106507886 3.90 gen Zm00001d046803
$10_10669884 10 10706886 3.88 gen Zm00001d023581
$3_166245083 3 168869332 3.86 gen Zm00001d042474
$2_207041487 2 213898773 3.80 gen Zm00001d006668

Zm00001d001876
S$2_2221784 2 2220994 3.79 Intergénica

Zm00001d001877
S$7_153654562 7 158943632 3.79 gen Zm00001d021642

Zm00001d037386
$6_120177825 6 124090223 3.79 Intergénica

Zm00001d037387
S6_31315953 6 32798044 3.79 Intergénica Zm00001d035548

Zm00001d035550

Anotacion

Putative AP2/EREBP
transcription factor
superfamily protein
Beta-glucosidase3

Histidine kinase- DNA gyrase

B- and HSP90-like ATPase
family protein

ENTH/VHS family protein
Indole-3-acetic acid-amido

synthetase GH3.6

Translocation protein-
related

GDSL esterase/lipase
Protein POLAR

LOCALIZATION DURING
ASYMMETRIC DIVISION AND
REDISTRIBUTION

Transducin/WD40 repeat-
like superfamily protein
Probable carboxylesterase
11

MADS-transcription factor

17
Uncharacterized

Phytosulfokine receptor 1

Uncharacterized

Transmembrane protein20

DUF679 domain membrane
protein 7

Protein NETWORKED 2D /
Uncharacterized
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$3_223691921 3 227444492 3.70 gen Zm00001d044412 Uncharacterized
S$2_183402893 2 188906946 3.69 gen Zm00001d005794 AT-rich interactive domain-

containing protein 4

S1_12663168 1 12850633 3.66 gen Zm00001d027759  Yucca7 (Probable indole-3-
pyruvate monooxygenase)

$7_165912861 7 171513793 3.65 gen Zm00001d022167 Putative caltractin
$10_69087693 10 68325983 3.65 gen Zm00001d024386 xyloglucan endo-

transglycosylase/hydrolasel

S$3_199745938 3 204043522 3.65 Intergénica LOC103651229

S$3_211534125 3 215165215 3.64 gen Zm00001d043965 Mannan endo-14-beta-
mannosidase 7

S2_185171168 2 190762251 3.60 gen Zm00001d005847 Uncharacterized

Zm00001d011185 Protein transport protein
Sec61 subunit beta

S8 138261555 8 142338475 3.59 Intergénica
Zm00001d011187 Putative HLH DNA-binding

domain superfamily protein

S6_143989532 6 148087924 3.59 gen Zm00001d038106 E3 ubiquitin-protein ligase
KEG

S9 91249888 9 94659815 3.59 gen Zm00001d046537 ABC transporter G family
member 26

S§5_5212954 5 5339797 3.55 gen Zm00001d013138 GeBP-transcription factor 19
(Tyrosine specific protein
phosphatase-like)

$6_149531827 6 153621057 3.52 gen Zm00001d038296 Putative bZIP transcription

factor superfamily protein

Del total de los SNP asociados, 23 se ubicaron dentro del marco de lectura abierto
de un gen y 5 correspondieron a regiones intergénicas; en estos casos se buscaron
los genes adyacentes mas cercanos (tanto rio arriba como rio abajo) de cada SNP
que estuvieran a menos de 5,000 pb de distancia. S6lo para el SNP intergénico
S3_.199745938 no se encontraron marcos de lectura abiertos a mas de 100 kbp de
distancia. De esta forma de consideraron 31 genes candidatos en total.

Solamente tres de los genes candidatos identificados en este trabajo se encuentran
caracterizados funcionalmente en maiz. La informacion sobre la funcion molecular
o el proceso biolégico (Tabla 3) de los genes candidatos restantes se obtuvo a
partir de la base de datos de Gramene y UniProtKB. En estos casos, la mayoria de la
informacién se infiere con base en la homologia que existe con el arroz (O. sativa) y
A. thaliana.
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Tabla 3. Informacién sobre la funcién molecular y proceso bioldgico de los genes
asociados a la elongacion del coleoptilo. Los genes candidatos asociados estan

ordenados de manera ascendente de acuerdo a su valor de asociacion.

Gen asociado

Zm00001d025281

Zm00001d024000

Zm00001d034510

Zm00001d023272

Zm00001d008957

Zm00001d034805

Zm00001d051791

Zm00001d046803

Zm00001d023581

Zm00001d042474

Zm00001d006668

Zm00001d001876

Zm00001d001877

Zm00001d021642

Zm00001d037386

Zm00001d037387

Zm00001d035548

Cromosoma

10

10

10

10

Probable funcién molecular y/o biolégica

Factor de transcripcion, union especifica a DNA

Hidroliza compuestos glucosilo, involucrado en el
metabolismo de carbohidratos

Transporte polar de auxinas, especificacion del destino
celular

Familia de proteinas ENTH/VHS

Ligasa, sintetasa ja-amino / Cataliza la sintesis de los
conjugados de acido indol-3-acético (IAA) -aminodcido

Proteina transportadora

Hidrolasa, actua sobre enlaces ester / proceso
catabdlico de lipidos

Localizacién polar transitoria y segregacion desigual
/divisién celular asimétrica

Transduccion de sefales
Actividad hidrolasa ester carboxilo

Unidn a DNA, actividad de dimerizacion de proteinas
/regulacién de la transcripcion

Proteina no caracterizada

Unién a ATP, proteina con actividad cinasa serina-
treonina

Proteina no caracterizada
Proteina transmembranal

Actividad cinasa / Organizacién del sistema de
endomembranas

Enlace de actina / Complejo adaptador membrana-
citoesqueleto.
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Zm00001d035550 6 Proteina no caracterizada

Zm00001d044412 3 Proteina no caracterizada

Zm00001d005794 2 Unién a DNA

Zm00001d027759 1 Uniodn del dinucleétido flavina adenina, actividad
monooxigenasa N, N-dimetilanilina, union al NADP

Zm00001d022167 7 Caltractina putativa

Zm00001d024386 10 Xyloglucosyl transferasa / Biogénesis y organizacion de
la pared celular, metabolismo del xiloglucano

Zm00001d043965 3 Actividad hidrolasa, hidrolizaciéon de compuestos O-
Glucosil/ Proceso metabdlico de los carbohidratos

Zm00001d005847 2 Proteina no caracterizada

Zm00001d011185 8 Necesario para la translocacion de proteinas en el
reticulo endoplasmico.

Zm00001d011187 Unidn a DNA/ Proteina con actividad de dimerizacién

Zm00001d038106 6 Unidn a ATP, ligasa, cinasa, union de iones metalicos

Zm00001d046537 9 ATP-asa, union a ATP/ Formacién y maduracion de polen

Zm00001d013138 5 Regulacidn de la transcripciéon, DNA molde

Zm00001d038296 6 Factor de transcripcion, union a ADN secuencia-

especifico / Transcripcion

Los genes asociados se clasificaron en 9 categorias tomando en cuenta la funcion
molecular, la funcion bioldgica o, de ser posible y dependiendo de la informacién
disponible en la literatura, los procesos celulares en los que participan. En la Figura
7 se observa una grafica con el nimero de genes incluido en cada categoria. Los
genes con mayor representacion en este analisis codifican factores de transcripcion
o proteinas con motivos de unidn a DNA, que tuvieron 6 miembros, seqguido de 4
genes que codifican proteinas involucradas con el metabolismo y el transporte de
las auxinas y, en la misma proporcion, proteinas involucradas con el transito y la
organizacién celulares. Asi mismo, se hallaron 3 genes que codifican proteinas
involucradas en el metabolismo de la pared celular y 3 proteinas con dominios de
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union al ATP. Por ultimo, hay un gen que codifica un factor involucrado en la
division celular asimétrica, otro que codifica a una proteina transportadora y dos
cuyos productos codifican proteinas con actividad de hidrolasa relacionadas con
distintas rutas catabdlicas.

= Factores de transcripcion

= Funcidon desconocida

= Metabolismo y transporte de
auxinas

Transito y organizacion
endomembral

= Metabolismo de la pared celular y
espacio apoplastico

= Unidén a ATP

m Actividad lipasa-esterasa

® Transduccion de sefiales

m Division celular asimétrica

= Translocacion de proteinas

Figura 7. Clasificacion de funciones de los genes asociados a la elongacion del coleoptilo.

Se observa que los genes que codifican para factores de transcripcién son los mas
representados en este andlisis, asi como los involucrados en el metabolismo de la pared celular
y el transito del sistema de endomembranas.

En la Tabla 4 se muestran los tres genes con caracterizacion funcional parcial en
maiz, asi como el nombre de sus elementos reguladores en c¢is. Dos de ellos
codifican a las enzimas beta-glucosidasa 3 y acido-indol-3-acético-amido sintetasa
(GH3.6), respectivamente, y cuentan con analisis bioinformaticos y de expresion
bajo distintas condiciones ambientales (Feng et a/, 2015; Gomez-Anduro et a/,
2011; Zhang et al, 2016). Mientras que el tercero codifica a la proteina ZmXTH7
xiloglucano endotransglucosilasa, la cual cuenta con caracterizacién de su patrén
de expresion ante estimulos hormonales asi como estudios de caracterizacion
enzimatica (Genovesi et al, 2008).
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Tabla 4. Elementos reguladores en cis en los promotores de genes asociados a la elongacion del
coleoptilo que han sido caracterizados en maiz (Zea mays spp. mays)

Gen candidato
Acido-indol-3-acético-amido
sintetasa (GH3.6)

Beta-glucosidasa 3

ZmXTH1 Xiloglucano-
endotransglucosilasa

Elementos cis

ASF: respuesta a auxina

ARFAT: (AuxRE) elemento de respuesta a las auxinas

SARE: elemento promotor de respuesta al acido salicilico.

Sitio de union W-box: WRKY.

CG-box: sitio de unién a CAMTA

DRe/CRT: respuesta a la deshidratacion y al frio

GATA Box: control de la transcripcion dependiente de la luz

ERELEE4: Elemento de respuesta al etileno

WRKY710S: Sitio de union a WRKY71, un represor transcripcional de la
ruta de sefalizacion de las giberelinas, relacionado con la defensa de la
planta.

Respuesta al etileno y a las giberelinas.
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Discusion
Variacion en la longitud del coleoptilo

La longitud del coleoptilo en la coleccion DTMA present6 variabilidad entre cada
accesion y entre los individuos, lo cual era una condicidén necesaria para llevar a
cabo la asociacion gendmica.

La elongacion del coleoptilo de plantulas de maiz en la poblacion DTMA no tiene
una contribucion significativa en la emergencia a la superficie de las plantulas. Sin
embargo, es necesario conocer si este patrén se mantiene en otras poblaciones de
maiz especialmente en razas nativas. Algunos trabajos muestran que, tanto en
razas de maiz como en sus ancestros silvestres, los teocintles, y en especies
cercanas del género Tripsacum, el tamafho del coleoptilo es mayor que en la
poblacién hibrida DTMA (Cruz-Sanchez, datos no publicados; Martinez-Nava, datos
no publicados). Por lo tanto, el tamafo del coleoptilo podria contribuir de manera
mas significativa a la emergencia en otras razas y variedades de maiz. Por otro
lado, la contribucién de esta estructura a la emergencia de las plantulas podria
depender de otras caracteristicas distintas al tamafio (e. g. la rigidez de la punta y
el grosor del coleoptilo), ya que son cualidades que posiblemente le permiten
abrirse paso a la superficie.

Por otro lado, el analisis de regresion lineal entre las diferentes estructuras de la
plantula, muestran que la proporcion de la varianza en la longitud del coleoptilo,
que se explica a partir del mesocotilo, la raiz primaria y las RANC es muy baja
(0.081, 0.164 y 0.091, respectivamente) lo cual indica que bajo condiciones de
siembra profunda la variacién en el tamafio del coleoptilo no influye en la variacion
del tamaio de estas otras estructuras y viceversa. Por otro lado, la correlacién
positiva entre el coleoptilo y la plimula (r> = 0.256) se puede explicar en parte,
porque el punto de medicién de ambas estructuras se determiné a partir del nodo
coleoptilar; por lo tanto, en todos los individuos, el tamafio de la plimula
correspondia por lo menos al tamafio del coleoptilo. En este sentido no es posible
determinar si la variacion en el tamafo del coleoptilo se ve afectada por el tamafio
de la plumula, o viceversa.

Estos resultados toman relevancia, ya que ayudan a inferir que, bajo las condiciones
microambientales que conlleva la siembra profunda en los ensayos de laboratorio,
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especialmente la ausencia de luz, el tamafio de las estructuras no muestra
influencias entre ellas. Por el contrario, se conoce que la luz influye en la longitud
de las estructuras vegetales (Pratt, 1994). Por ejemplo, los estimulos de luz son
percibidos por la punta del coleoptilo, ya que en esta zona se encuentra la mayor
cantidad de receptores de la luz azul (criptocromos y fototropinas) y la luz roja y su
presencia desencadena una respuesta fotomorfogénica que inhibe la elongacion
del mesocotilo en plantulas de maiz, principalmente via la reduccién del
suplemento de IAA desde el coleoptilo (Kutschera y Wang, 2016).

Genes candidatos putativos
Metabolismo y transporte de auxinas

Se conoce que las auxinas son un regulador clave en el desarrollo del tallo en
plantulas de maiz (Kutschera y Wang, 2016) y que inducen el crecimiento de
segmentos de coleoptilo, ya que intervienen en los procesos de division,
elongacién y diferenciacion celular (Garay-Arroyo et al, 2014). Debido a que la
elongacién del coleoptilo es resultado de la proliferacion celular y del crecimiento
en tamafho de células individuales, resulta concordante la presencia de proteinas
involucradas en el metabolismo de auxinas para explicar la variacion en el tamafo
del coleoptilo.

El SNP candidato S8_26349938 esta asociado al gen putativo de maiz que codifica
a la acido-indol-3-acético-amido sintetasa (GH3-6) también conocido como
ZmGH3-9 o ZmGH3-10. Esta enzima parece especificamente adenilar al IAA y
participa en la homeostasis de las auxinas libres (Zhang et a/, 2016). Ademas, se ha
descrito que su expresion se induce por la adicidon exdgena de IAA tanto en el tallo
como en las hojas; en presencia de NaCl, la expresion de sus transcritos aumenta
10 veces mas en las raices que en el tallo. Finalmente, bajo tratamiento con
polietilenglicol su expresién se reduce en las hojas y aumenta en la raiz (Feng et a/,
2015).

Ademas de elementos de respuesta a auxina (AuxRE), este gen contiene diversos
elementos cis en su region regulatoria como W-box, CG-boxy DRe/CRT (Tabla 4).
Se conoce que los dos primeros elementos estan involucrados con las respuestas al
estrés tanto bidtico como abidtico y el tercero especificamente con la respuesta a
la deshidratacién y al frio. Este conjunto de elementos c¢is provoca que la

35



transcripcion de ZmGH3-9 sea diferencialmente regulada bajo distintas
condiciones ambientales. Por lo tanto, es importante hacer un analisis de la
expresion de ZmGH3-9 bajo las caracteristicas microambientales que implica la
siembra profunda, asi como pruebas fisiologicas y genéticas que permitan analizar
su repercusion en los patrones de crecimiento y a nivel celular en el coleoptilo, ya
que se ha observado que algunos genes ortélogos en A. thaliana son regulados
positivamente por luz, de modo que promueven el crecimiento del hipocotilo
(Nakazawa et a/,2001). Asi mismo, el gen ortélogo OsGH3.7 en arroz inhibe el
crecimiento celular y la relajacién de la pared celular mejorando la resistencia a los
patdgenos (Zhang et al., 2016).

Adicionalmente, en este trabajo se encontraron otros dos SNP asociados a genes
involucrados en el transporte de las auxinas. El primero codifica una proteina de la
familia de cinasas de histidina-DNA girasa B-ATPasa tipo Hsp90. Esta proteina no
se encuentra funcionalmente caracterizada en maiz. Sin embargo, es ortélogo del
gen NI VEIN (NOV) de A. thaliana, el cual codifica un factor nuclear requerido, entre
otras cosas, para el desarrollo vascular foliar, el crecimiento y la separacion del
cotileddn. A nivel celular esta involucrado en la correcta expresiéon y polaridad de
las proteinas PIN durante la determinacién del primordio foliar y de érganos en
desarrollo (Tsugeki et al., 2009).

En segundo lugar, se encuentra el gen T7ransmembrane protein20 (TM20), que
algunos autores sugieren que forma parte de un sistema de transporte de auxinas
activo durante la embriogénesis (Jahrmann et al, 2005); se ha observado la
presencia significativa de la proteina en el coleoptilo embrionario a los 10 dias
después de la polinizacién. Esto es relevante debido a que el coleoptilo es una
estructura que se forma en estadios tempranos en el desarrollo embrionario y su
formacioén, asi como el de otras estructuras embrionarias, dependen de un flujo
apropiado de hormonas, entre ellas las auxinas.

Los genes candidatos encontrados en este analisis en relacion a auxinas estan
involucrados a diferentes niveles, desde su sintesis hasta el transporte polar y
metabolismo de dicha hormona. Dado que las auxinas tienen una funcion
importante tanto en la proliferacion como en la elongacién celulares, y que el
coleoptilo es el principal productor de auxinas en estadios tempranos de la
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plantula, no es de extrafiarse que existan variantes alélicas que subyacen a la
variacion en el tamafio y patrones de elongacion del coleoptilo.

Metabolismo de la pared celular y espacio apoplastico

La composicion y estructura de la pared celular vegetal se encuentra en constante
cambio durante el crecimiento de las células y el desarrollo vegetal (Reiter, 2002;
Chebli y Geitmann, 2017). La manera en que la célula regula la modificacion de esta
estructura permite la expansion celular dirigida por turgencia, lo que a su vez
puede repercutir en los patrones de crecimiento del coleoptilo.

Se encontré un SNP asociado a un gen que codifica para la enzima xiloglucano
endotransglicosilasa. Los analisis transcripcionales del gen que codifica esta
proteina en maiz indican que se expresa en toda la parte aérea de la plantula a los
de 6 dias de germinacion; se detecta preferentemente en hojas y en menor
cantidad en mesocotilo y ndédulo del coleoptilo, mientras que en la raiz se detectan
mayoritariamente en la zona de elongacion. Por el contrario, 45 dias después de la
germinacion, los niveles de expresion son muy bajos. Esto sugiere que la proteina
esta relacionada con fendbmenos de crecimiento y elongacion en tejidos jovenes
(Genovesi et al, 2008).

El trabajo de Genovesi y colaboradores (2008) indica que esta enzima tiene
actividad xiloglucano endotransglicosilasa, es decir, cataliza el corte de un polimero
de xiloglucano y transfiere uno de sus extremos a otra molécula u oligosacarido de
xiloglucano. Cabe recordar que el xiloglucano es una hemicelulosa estructural de la
pared celular que une microfibrillas de celulosa entre si y este complejo (celulosa-
xiloglucano) restringe la expansion celular y permite la generacion de presién de
turgencia. Por lo tanto, la actividad de las xiloglucano-endotransglicosidasas
representa un mecanismo para regular el proceso de relajacién de la pared durante
la expansion celular, ya que durante la elongacién, las microfibrillas necesitan
desacoplarse y reorganizarse para permitir la incorporacion de nuevo material
constituyente de la pared celular (Reiter, 2002; Chebli y Geitmann, 2017).

En concordancia con lo anterior, también se ha observado que plantas transgénicas
de A. thaliana que expresan ZmXTHT presentan pared celular y lamina media mas
ancha y, como consecuencia, un tallo cualitativamente mas grueso (Genovesi et al,
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2008). En conjunto, estos datos permiten sugerir un papel de ZmXTH7 en
fendmenos de relajacidn de la pared durante la expansion celular.

Los analisis transcripcionales de Genovesi et al. (2008) fueron llevados a cabo en
plantulas crecidas en sustrato bajo condiciones de invernadero y en hidroponia en
incubadoras con fotoperiodo de 16 h luz: 8 h oscuridad y se encontré una
expresion diferencial de los transcritos de ZmXTH7 tanto en tallo como en raiz; esto
sugiere que existen factores ambientales que influyen en la expresion de dicha
enzima y seria importante conocer su comportamiento bajo condiciones de
siembra profunda que en primer instancia se caracterizan por la ausencia de luz y,
probablemente, baja disponibilidad de oxigeno e impedancia ejercida por una
mayor cantidad de sustrato sobre la plantula.

Otro gen candidato que se encontrdé en este trabajo es el Zm00001d024000 que
codifica para la isozima beta-glucosidasa-3. La caracterizacién bioinformatica de
los exones e intrones de este gen sugiere que se localiza en los cloroplastos,
ademas que contiene elementos reguladores en c¢is muy especificos relacionados
con la deshidratacién, asi como con la respuesta y la regulacion por etileno y
amonio (Gémez-Anduro et al, 2011).

En general, se conoce que las B-glucosidasas se desempefian en la eliminacién de
residuos glucosilo terminales no reductores de sacaridos y glucésidos. En plantas
funcionan en la lignificacion de la pared celular, en el recambio de B-glucano en la
pared celular, en la activacion de fitohormonas, como acido abscisico y auxinas, y
en la liberacion de compuestos aromaticos (Ketudat y Esen, 2010).

Cabe resaltar que se ha detectado una gran actividad de este tipo de enzimas en
coleoptilos de maiz y se ha relacionado con la respuesta fototrdpica.
Especificamente la iluminacidon con luz azul (445 nm) provoca un aumento en la
actividad de la B-glucosidasa, promoviendo un incremento en la sintesis de
DIMBOA (2,4-Dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona), la cual, segun la
evidencia, tiene una funcién inhibitoria sobre el crecimiento de las regiones que se
iluminan con luz azul en el coleoptilo, produciendo la curvatura fototrépica de
dicha estructura (Jabeen et a/, 2006).

Lo anterior tiene sentido al considerar que bajo siembra profunda, el mecanismo
principal del maiz para emerger a la superficie consiste en la elongacion exagerada
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del mesocotilo y que dicho crecimiento puede ser inhibido cuando el coleoptilo
entra en contacto con la luz. Por lo tanto, en condiciones de oscuridad, la actividad
de B-glucosidasa no promoveria la activacion de inhibidores del crecimiento y por
lo tanto no podria comprometer la elongacion celular ni el aumento de tamafo de
la plantula.

Sin embargo, se conoce que la actividad enzimatica de algunas B-glucosidasas es
importante en el proceso de crecimiento celular vegetal, ya que permite la
lignificacion y el recambio de B-glucano de la pared celular (Ketudat y Esen, 2010).
Por lo tanto, seria necesaria su actividad catalitica aun en condiciones de oscuridad.
Por ejemplo, hay evidencia de que los transcritos de las B-glucosidasas (dhurrinase-
1y dhurrinase-2) de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), se encuentran en altos
niveles en el nodo y en la parte superior del mesocotilo de plantulas etioladas,
mientras que las plantulas crecidas en condiciones luminicas presentan niveles mas
bajos del mRNA de dhurrinase (Cicek y Esen, 1998).

Estos ejemplos revelan que la luz es capaz promover la transcripcién de algunas B-
glucosidasas y, a su vez, inhibir la transcripcion de otras isoenzimas, por lo que es
necesario conocer especificamente qué miembros de esta familia se traducen en
condiciones de siembra profunda, es decir en oscuridad, y si su actividad promueve
o inhibe el crecimiento celular.

Acorde a la idea anterior, Gomez y colaboradores (2011) analizaron /n silico la
secuencia de los genes que codifican para B-glucosidasas en maiz, asi como su
expresion en diferentes tejidos y condiciones ambientales. Se identificaron 26
isoenzimas (ZmBGLU) y se determind que la varianza en los patrones de expresién
génica de cada miembro de la familia ZmBGLU es mas alta entre el tipo de 6rgano
que entre condiciones de crecimiento y genotipo. Ademas, concluyeron que no hay
dos paralogos con propiedades moleculares idénticas. Por esta razon es
importante conocer los patrones de expresion de las ZmBGLU en condiciones de
siembra profunda.

Es importante considerar que la elongacion del coleoptilo es resultado, en parte,
del crecimiento de células individuales y que el metabolismo de la pared celular es
fundamental para dicho proceso. En este sentido, no es de extrafiarse la asociacion
de genes que codifiquen para B-glucosidasas para explicar la varianza en la
elongacién del coleoptilo.
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Por otro lado, se encontrd un SNP asociado a un gen que codifica una proteina con
actividad de hidrolasa en el cromosoma 3. Esta proteina es una manano endo-14-
beta-manosidasa 7. El gen no se encuentra caracterizado funcionalmente en maiz,
pero tiene un ortdlogo en A. thaliana (MAN3) cuya enzima codificada se localiza en
el espacio apoplastico, tiene actividad endo-B-mananonasa y confiere tolerancia al
Cd mediada por un aumento en la acumulacién de manosa en la pared celular de
plantas transgénicas de A. thaliana (Chen et al, 2015).

La pared celular es una estructura dinamica cuya arquitectura se encuentra en
constante cambio durante el crecimiento y su composicion es un factor que
repercute en la elongacion celular. Asimismo, se ha observado que las diferentes
enzimas que promueven cambios en su estructura, a su vez, pueden ser inducidos
por diferentes sefiales ambientales y, por lo tanto, cambian los patrones de
crecimiento y elongacion celular. En este sentido, seria importante conocer de qué
manera las variantes alélicas de los genes encontrados en este trabajo pueden
influir en la dinamica y en el metabolismo de la pared celular en distintos contextos
ambientales. Es importante considerar que la elongacion del coleoptilo es
resultado no solo de la proliferacion celular, sino del crecimiento de células
individuales y que el metabolismo de la pared celular es fundamental para éste
Ultimo proceso. En este sentido, no es de extrafarse la presencia de genes
implicados en la modificacion estructural de la pared celular.

Actividad ljpasa-esterasa

Se encontré un miembro de la familia de genes GDSL que codifica una
esterasa/lipasa. Esta familia estd compuesta por enzimas que hidrolizan lipidos (Lai
et al, 2017). En Arabidopsis, las funciones biologicas de esta familia de enzimas
estan asociadas con la regulacion de componentes de la pared celular (de la Torre
et al, 2002), la formacion de la cuticula (Takahashi et a/, 2010), el aumento en la
respuesta inmune via sefalizacion por etileno (Kim et al/, 2014), asi como en la
regulacion negativa de la sefializacion de auxinas bajo estrés por patogenos (Lee et
al, 2009).

La enzima de maiz AChE (acetilcolinesterasa), contiene un dominio de la familia
GDSL. Se ha observado que su actividad en el mesocotilo y en el nodo coleoptilar,
principalmente en la epidermis, aumenta durante el estrés calorico de plantulas de
maiz lo que sugiere que tiene un papel importante en la tolerancia al calor del
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maiz. Por lo tanto, la actividad de AChAE podria relacionarse con la regulacién de la
homeostasis del agua durante el estrés caldrico, como la prevencién de la
transpiracion epidérmica y/o el control del agua y el equilibrio ionico a través de
vacuolas (Yamamoto y Momonoki, 2012).

AChE también esta relacionada con el gravitropismo en plantulas de maiz (Sagane
et al, 2005). Cabe recordar que la curvatura de las plantas provocada por el efecto
gravitrépico negativo es, en buena medida, el resultado de la distribucion
asimétrica del IAA que acelera el crecimiento celular de la parte baja del tallo
graviestimulado, en donde se encuentra en mayor concentracion esta hormona. Si
bien los datos de Sagane y colaboradores indican que la actividad de AChE esta
asociada a la distribucion asimétrica del IAA durante la respuesta gravitrdpica, esto
no significa que la enzima esté limitada a este proceso, ya que el cambio de
orientacién es resultado del crecimiento celular asimétrico, habiendo razones para
suponer que esta enzima esta relacionada con el proceso general de elongacion
celular y por lo tanto, responder a otros estimulos ambientales. Dado que este gen
esta asociado a la elongacion del coleoptilo bajo condiciones de siembra profunda,
su actividad podria responder a factores ambientales que la plantula presenta en
esta condicion de siembra.

Otro SNP que se encontr6 fue el asociado a un gen que codifica una
carboxilesterasa-11 putativa, cuyo ortdlogo en A. thaliana, conocido como CXET77,
se expresa constitutivamente en diversos tejidos de las plantas y su papel biolégico
es aun desconocido (Putterill et al, 2007). En general, las carboxilesterasas
hidrolizan ésteres de cadenas cortas de acidos grasos y se especula que tienen
implicaciones en la respuesta a patdgenos y a diversas vias de sefalizacion de las
plantas. También se conoce que algunos receptores de giberelinas tienen
secuencias homologas con varias carboxilesterasas (Vandenbussche et al, 2007).
Esto es importante porque las giberelinas son hormonas vegetales que pueden
regular el crecimiento por proliferacion y la elongacién en las plantas.

Union al ATP

Se encontré un gen que codifica un receptor de fitosulfoquina (PSKR1) el cual es
un receptor tipo cinasa rico en leucinas (Kwezi et a/, 2011). La sobreexpresion de su
ortélogo en A. thaliana (AtPSKR1) altera la longevidad y el potencial de crecimiento
(Kwezi et al, 2011).
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La fitosulfoquina (PSK, por sus siglas en inglés) es un péptido sulfatado de 5
aminoacidos que promueve el crecimiento de los o6rganos de las plantulas,
principalmente a través de la expansion celular (Sauter, 2015). Asimismo, también
promueve la proliferacion en cultivos celulares vegetales /n vitro (Matsubayashi,
2006). La accion de la PSK depende de su unién al receptor de PSK localizado en la
membrana celular. Aunque diversos descubrimientos sugieren que los precursores
de la PSK se expresan mas fuertemente en tejidos vegetales maduros que en los
jovenes (Matsubayashi, 2006), la asociacién a la elongacién del coleoptilo en este
trabajo podria suponer que también participa en el crecimiento de este tejido
joven.

Otro gen candidato conocido como KEEP ON GOING (KEG) codifica para una
proteina E3 ubiquitina-ligasa, la cual no se encuentra funcionalmente caracterizada
en maiz, pero se conoce que en A. thaliana regula negativamente la sefializacion
del acido abscisico (ABA) (Wawrzynska et a/, 2008). Se sugiere que, en ausencia de
estrés, la proteina KEG mantiene a los factores de transcripcién de respuesta a ABA
(como ABI5) a niveles bajos, ya que controla su degradacion via proteosoma (Liu y
Stone, 2013). Asi mismo, la pérdida de funcién de KEG produce un fuerte arresto
del crecimiento postgerminativo; los cotiledones no se expanden, la emergencia
del primer par de hojas verdaderas se retrasa 3 semanas y el segundo par de hojas
verdaderas no surge, ademas el hipocotilo es significativamente de menor tamafo
tanto en condiciones de luz como de oscuridad (Stone et a/, 2006).

Cabe recordar que el ABA es una hormona importante en el crecimiento y el
desarrollo vegetal, especialmente ante condiciones ambientales desfavorables
(Stone et al., 2006). Inmediatamente después de la germinacion, el ABA puede
suspender el crecimiento de las plantulas si estan en condiciones de estrés. Este
arresto postgerminativo representa un punto de control del desarrollo temprano
para desacelerar el crecimiento de las plantulas hasta que surgen mejores
condiciones (Lopez-Molina et a/, 2001).

Lo anterior es muy importante, ya que se han observado diferencias en los
patrones de crecimiento en las etapas postgerminativas entre lineas hibridas y
razas nativas de maiz, asi como teocinte, bajo condiciones de siembra profunda.
Por ejemplo, en la coleccion endogamica utilizada en este trabajo (DTMA), asi
como en poblaciones BCiF23 de maiz, a los 7 dias de germinacién la plimula
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rompe el coleoptilo y se alarga de manera significativa contribuyendo a la
emergencia. Sin embargo, en las plantulas de distintas variedades de maiz nativo,
asi como en sus parientes silvestres los teocintles, el coleoptilo se rompe con
mucho menor frecuencia por la plimula. En el caso de las especies del género
Tripsacum, otro pariente cercano del maiz, se encontré que la plumula nunca
rompe al coleoptilo previo a la emergencia (Alberto Cruz Sanchez, datos no
publicados).

Una posible explicacion para este fenomeno es que la capacidad de la plumula
para romper el coleoptilo aun en condiciones de oscuridad es una caracteristica
que ha sido reforzada durante la domesticacion. Debido a que la gran mayoria de
las variedades nativas y los hibridos mejorados son sembrados de forma somera,
los alelos que inhiben el crecimiento plumular en ausencia de luz no fueron fijados
en estas poblaciones, mientras que algunas variedades nativas y los parientes
silvestres conservan alelos que promueven una fina regulacion ante Ia
ausencia/presencia de luz. La variacion alélica funcional del gen KEG E3 ubiquitin-
protein ligase, por el fenotipo asociado a la pérdida de funcion en A. thaliana,
puede ser un buen candidato para poner a prueba esa hipotesis.

Factores de transcripcion y union a DNA

Los factores de transcripcion forman parte de una red de regulacion transcripcional
que determina el patron de la expresion génica en las células de un organismo
durante su desarrollo (Arratia y Aguirre, 2013; Walhout, 2011). Las modificaciones
en los elementos de una red transcripcional pueden acarrear cambios no lineales
en su dindmica, lo que significa grandes cambios en el fenotipo del organismo que
los porta (Davila y Alvarez, 2015). En este sentido, la variacion alélica de un factor
de transcripcion puede tener efectos fenotipicos relevantes. Varios factores de
transcripcion se asociaron a la variacién en la elongacién del coleoptilo.

El SNP candidato S10_111618837 obtuvo el valor de asociacion mas alto con un
-log valor p de 5.03. Dicho polimorfismo se encuentra dentro del marco de lectura
del gen putativo APZ2-EREBP que codifica al factor de transcripcion 749
(Zm00001d025287). La familia multigénica AP2/EREB Unicamente se ha identificado
en plantas y puede dividirse en dos subfamilias basadas en el nUmero de dominios
AP2 que poseen: la subfamilia EREB, que contiene uno solo; y la subfamilia AP2,
que cuenta con dos (Riechmann y Meyerowitz, 1998).
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Los genes tipo AP2 (apetalal) actian como reguladores clave en los procesos de
desarrollo y sus funciones han sido determinadas por analisis en los mutantes del
gen G/75, para el caso de maiz y ap2y ant para Arabidopsis. Por otro lado, los
genes tipo EREB (proteinas de union a elementos sensibles al etileno) estan
involucrados en respuestas a estreses bidticos y abidticos (Riechmann vy
Meyerowitz, 1998).

El gen G/75 se requiere para la expresion de caracteres propios de un estadio
juvenil en la epidermis de las hojas de las plantulas; como la presencia de cera
epicuticular y la ausencia de pelos epidérmicos. La mutacién de este gen no afecta
otros rasgos morfologicos juveniles de la plantula (Vega et al, 2002; Evans et al,
1994).

Por otro lado, los genes tipo EREB han sido relacionados en su mayoria con
respuesta a patdégenos y a condiciones ambientales adversas, tales como el frio o la
sequia via la activacién por etileno (Riechmann y Meyerowitz, 1998). El etileno es
una molécula sefalizadora que induce la expresién de varios genes relacionados
con la patogénesis, entre ellos se encuentran los genes tipo £REBP. TINY es un gen
tipo EREBP reportado en Arabidopsis, la sobre expresion de este gen presenta
efectos pleiotrépicos, como reduccién en el tamafo y la elongacién del hipocotilo,
como consecuencia de una reduccion general en la expansion celular (Wilson et a/,
1996).

Cabe sefalar que el etileno tiene efectos en el crecimiento y en el desarrollo de las
plantas. En términos de crecimiento, esta fitohormona se asocia con mayor
frecuencia a la regulacion en el tamafo de las plantas y a la inhibicion del
alargamiento y la divisién celular (Schaller, 2012). Por ejemplo, las variedades
silvestres de Arabidopsis que se someten a etileno exdgeno desarrollan un
hipocotilo corto y grueso, mientras que las mutantes insensibles al etileno no
muestran estos cambios morfolodgicos (Guzman y Ecker, 1990).

Las enzimas involucradas en la ruta biosintética del etileno se expresan
diferencialmente en respuesta a las sefales del desarrollo interno y al estrés
ambiental, como la anoxia, la sequia y la presion mecanica. Ademas, esta hormona
es biolégicamente activa a muy bajas concentraciones: alrededor de 0.01 a 1.0
partes por millon (ppm) (Chang, 2016). Lo anterior toma relevancia al considerar
que las plantulas sometidas a siembra profunda tienen una mayor presién
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mecanica ejercida por el sustrato que aquellas sembradas de forma somera, lo cual
podria promover la biosintesis del etileno en respuesta a la siembra profunda lo
que podria afectar en la elongacion celular y el tamafio del coleoptilo, asi como
otras estructuras de la plantula.

Se encontraron asociados también otros genes candidatos que codifican para
factores de transcripciéon (FT) putativos que carecen de caracterizacion funcional en
maiz. La mayor parte de la informacion disponible se encuentra en A. thaliana. Por
ejemplo, se encuentra el gen MADS-transcription factor 17, cuyos miembros se han
relacionado principalmente con el desarrollo floral en dicotiledoneas y en
O. sativa (Ohmori et al, 2009). Asi mismo, se encontré el gen candidato putativo
AT-rich interactive domain-containing protein 4, cuyos miembros estan implicados
en el crecimiento, la diferenciaciéon y el desarrollo celular (Wilsker et al, 2002).
También se encontr6 un miembro putativo de la familia de factores de
transcripcion de la superfamilia de proteinas con dominios de unién al DNA tipo
HLH (Hélice-vuelta-hélice basica, del inglés: Basic Helix-Loop-Helix), cuya funcion
en plantas se desconoce, pero se infiere que puede estar relacionada con la
proliferacion celular y el desarrollo de tejidos (Heim et al, 2003).

Otro gen candidato asociado que se encontrd en este trabajo y que tampoco esta
caracterizado en maiz codifica para el factor de transcripcion GeBP-19 (G/abrous7
enhancer binding protein, por sus siglas en inglés). Se conoce que los miembros de
esa familia en A. thaliana influyen en la sefalizacion de las citocininas, ya que
mutantes de pérdida de funcidon son menos sensibles a las citocininas exdgenas y
se observa un aumento en los niveles de transcripcion de los genes ARR
(Arabidopsis response regulators) de tipo A sensibles a las citocininas (Chevalier et
al, 2008). Las citocininas regulan el crecimiento celular y el desarrollo, incluyendo la
actividad meristematica apical y caulinar. También se conoce que el gen GeBPen A.
thaliana se expresa principalmente en los tejidos meristematicos vegetativos y en
los primordios foliares muy jovenes, ademas que, posiblemente, actie como un
represor del destino de las células de la hoja (Curaba et al/, 2003). Esto es
importante, ya que concuerda con el hecho de que el coleoptilo es un érgano
embrionario cuyas funciones se limitan a los primeros estadios de desarrollo de las
plantulas.
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Por ultimo, se encontrd un gen que codifica a un miembro putativo de la familia de
factores de transcripcion tipo bZIP, los cuales son reguladores de algunos procesos
fisiolégicos y del desarrollo incluyendo la fotomorfogénesis, la formacion de
semilla y hojas, la homeostasis de energia y la respuesta al estrés biotico y abiotico
(Guedes-Corréa et al, 2008).
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Conclusiones

La elongacion del coleoptilo en plantulas de maiz en la poblacién DTMA no mostro
una contribucién significativa en la emergencia a la superficie de las plantulas.
Asimismo, la variacion de tamafio del mesocotilo, el tallo, la plumula, la raiz
principal, y las RANC, no correlacionaron significativamente con la longitud del
coleoptilo bajo condiciones de siembra profunda.

El GWAS revelé que la variaciéon en la elongacion del coleoptilo en la coleccion
DTMA de maiz es un caracter complejo al cual contribuyen varios /oc/ con efectos
pequenos sobre el tamafio. Muchos de los /oc/ asociados corresponden a genes
candidatos relacionados con procesos de elongacion celular como son: la
relajacion de la pared, la homeostasis de las auxinas, asi como la biosintesis y la
secrecion de componentes de la pared celular. Ademas, se encontraron genes
relacionados con el proceso de division celular y el metabolismo celular y la
funcionalidad del sistema de endomembranas. En este sentido se puede advertir
que los procesos de elongacion celular dirigidos por turgencia y la division celular
tienen un papel fundamental en la determinacion de la variacion en el tamafo del
coleoptilo.

Los genes encontrados en este trabajo podrian contribuir a entender la variacion
genética que subyace a la elongacion del coleoptilo, especialmente en cultivos
como el trigo, donde el factor limitante para la emergencia en condiciones de
siembra profunda es el tamafio de esta estructura.

Perspectivas

El presente trabajo fue un primer paso para elucidar la variacibn genética que
produce la variacion en la longitud del coleoptilo. Los resultados aqui presentados
proporcionan informacion que puede abordarse desde diferentes enfoques tanto
para el entendimiento de la genética y fisiologia de la elongacion del coleoptilo y
celular, hasta una aproximacion evolutiva sobre este caracter en razas de maiz y
parientes cercanos.

Por un lado, el GWAS es una buena aproximacion para detectar genes candidatos
asociados a la elongacion de la variaciéon del coleoptilo. Esta herramienta se basa
en la deteccion de haplotipos que segregan ligados durante la meiosis, pero la
deteccion de los alelos causales depende de la profundidad de secuenciacion. Para
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ello seria importante realizar una re-secuenciacion de los genes candidatos vy
posteriormente, realizar una nueva asociacidon que permita esclarecer con mayor
detalle la variacion alélica causal. La identificacion de los genes implicados en la
elongacion del coleoptilo en condiciones de siembra profunda puede ser la base
de estudios sobre genética funcional que permitan determinar los roles
moleculares precisos de las proteinas codificadas por dichos genes.

Asi mismo, es posible hacer mediciones precisas de las caracteristicas
microambientales que conlleva la siembra profunda; especialmente la impedancia
para distintos tipos de suelo y la acumulacién de etileno a distintas profundidades.
También sera importante realizar el analisis de expresion en distintos tejidos bajo
las caracteristicas microambientales que implica la siembra profunda;
especialmente la luz y la acumulacién de etileno. De este modo sera posible
conocer de manera mas detallada los factores involucrados en la regulacion de los
genes candidatos y si estos repercuten en un cambio en los patrones de
crecimiento del coleoptilo u otra estructura o bien, en los patrones de crecimiento
celular.

Por Ultimo, seria importante realizar analisis comparativos de RNA-seqg entre una
variedad nativa de maiz que presenten un gran tamano de coleoptilo y una
variedad o linea mejorada con un tamafo de coleoptilo contrastantemente menor.
De esta manera sera posible comprobar experimentalmente si los genes
candidatos encontrados en este trabajo efectivamente tienen una repercusion en la
variacion de la longitud del coleoptilo. Asi mismo, los genes diferencialmente
expresados, pueden estudiarse desde un enfoque de evolucion molecular y
genética de poblaciones para dilucidar si hay procesos microevolutivos
involucrados en la variacién de este caracter. Esto es importante, ya que los
resultados de este trabajo, en conjunto con otras investigaciones llevadas en el
Laboratorio de Fisiologia Molecular sugieren que el tamaio del coleoptilo es un
caracter que posiblemente tenga un papel biolégico de mayor contribucion a la
emergencia en variedades nativas de maiz (Cruz-Sanchez, 2018; Martinez-Nava,
2018), por lo que conocer su evolucién puede tener implicaciones en su manejo y
conservacion tanto /n situ como del germoplasma.
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Abreviaturas

ABA
AMOVA

CIMMYT

CMLM

DTMA

FT
GAPIT

GLP

GWAS

IAA
MAF

MLM
OEW

PCA

RANC

SNP

TASSEL

Acido abscisico (Abscisic acid)

Analisis de varianza molecular (Analysis of
molecular variance)

Centro internacional de mejoramiento de
maiz y trigo (International Maize and Wheat
Improvement Center)

Modelo lineal mixto comprimido (Compressed
mixed linear model)

Maiz tolerante a la sequia para Africa (Drought
Tolerant Maize for Africa)

Factores de transcripcion

Herramienta integrada de prediccién asociada
al genoma (Genome Associated Prediction
Integrated Tool)

Proteinas limitadoras del crecimiento
(Growth-limiting protein)

Estudio de asociacién del genoma completo
(Genome-wide association study)

Acido indol acético (Indole acetic acid)
Frecuencia del alelo menos comun (minor
allele frequency)

Modelo lineal mixto (mixed linear model)
Pared celular epidérmica externa (Outer
epidermal cell wall)

Analisis de componentes principales (Principal
component analysis)

Raices adventicias asociadas al nodo
coleoptilar

Polimorfismo de un solo nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphism)

Analisis de rasgos por asociacion, evolucion y
vinculacion (Trait Analysis by Association,
Evolution and Linkage)
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Anexo

Anexo 1. Graficas de caja y bigote de la longitud del coleoptilo de las plantulas de maiz. En el eje
X se encuentra cada una de las lineas DTMA.
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Anexo 2. Listado de SNP y su secuencia de los 50 nucleétidos rio arriba y rio abajo que rodean al
SNP asociado (sombreado) a la elongacion del coleoptilo.

S1 289598893
>GAAGTGATGAGCCTGCTGCTGCTGCAGTTGGTAGGCAGCTAGGGCAGCGGAGTTCTGGGGGAGGAAGTTATTGAAG
AAAGGGTTAGGGGCGAAGCCGTAGG

S1 296993149
>ACCCAAAAACAATTAACGAGGGCCTAGACCTTCGGCTGTATCCTGTGTGACTATGTGAGCTTTCTTTGTTTGCCCCCAC
TAACCTTCTGGGGATATCACAT

S1 12663168
>GCCGGGAGGTGGCAGGCGGAGGTGGCAGCAGCGGTGGCTGGAGCCAAGGTTTCCTCGGCCTCGGTGTAGTCGTCG
TCCACAGAGCGTGCATGCATGGTGGT

S2_207041487
>GCGGCGCCAGGGCCGACAACGTCCTCGCCGTCGACCGGCAGACCCAGTGCCCTCATCCTGTCCTCCGAGGCCCGTAT
CGCGGCGTCGATGGCCTCGAGCAG

S2.2221784
>CTGTCAGTCGCTCTCCCAAGTCCACACAACCGCCCACTACAACGGCAGCCAAGAGCATTTATTATTTTCAGCACAACTC
CGTTTGATCCGCGCCTGCCCAC

S2_183402893
>CCAAGACGCGATTTTGCGGCGCAATCGGCAGCGGCACGCCCTCAATCGACGGCCGGGAAGGGGGCGGATTCGGTGC
TGGGAGATGGGGGCAGCGAAGGGTA

S2_185171168
STAAATTGCGAGTTCGGTTTTAGGTCTAGTGGGGAGGCGGGTGGATGGGATATATCGACAAATTACCGCTGCCAGATC
GCGGCATGGGTGCTGGGTTCTTCG

S3_166245083
>GCATAGATGTGTGATTGTGCGCTAAACTTTACTAATTGATAGGGTAAATGTTACTGAACCTCCAATTTATAGCTGCATA
AATGTGTGCTAAACTTTACTAA

S3_223691921
>ACTCAGTTCTCAGAAGTTTGAAGTGCAGAAGTCATGCTGCATATTGAAATGCCGGTACACACGAACCACTACTACTCA
GTTCTCAGAAATTTCAAGTGCAA

3199745938
>GCCGGCAGCCGGCAGGCAGCTCGGACTCGCTCAACGGATCCGATCCACATCCACTGGTGTTCGCTGGCTGCTGGGAG
TGGACGGCTGTAGTAGTAGAAATA

S3 211534125
>CGGCTCTGCGTGGCGATGACTCCGGCGGTGGACGGCGCCTGCGGGAGGACGACCTCGTAGCCGTCCCCGTAGGAGT
CCATCCCCTCCGCCAGGAGCTGCCA

S4_166927555
>TCATGGCGGACGGCACCACGTACACGCACGACCAGTTCATCCGCCTCCTCATCACCGCCCTAGACCGGCAGCTCAAGG
CAAGACCGCCAGACCGACCCGCC

S5_5212954
>TCGTCGGATTCAGGAGGAGAGTCGAAGGACGTCGAAGGTGATGGCGAGGGGTCAAGATGTTCGTCGGAGCCGATG
GTGGTGCTGCCGTCCGAGGACGCAGA

S6_120177825
>ATGGATCGTCGTCCATGGCGAGGATGAGGAGAGCGATCGAGAGTACGTAGCTAACCTAAAACTAGAAGCTAGCCAG
GATCTCAAAGTTCCACAGAGAAAAA

S6_31315953
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>AAGCTCCTGGAGATTCTCGGGTCCCTATGGACCAGAGCTGCGATGAGGACGGTGATTTATTGGGAGAATACACGGTG
GATTACGAAGCATCGCTGCAACAC

S6_143989532
>CCAGGGCACGGCGCTAGGCTGCAACTCCGCCCGTCTAGGGCGGCTCCAGCATCGTTGTCCAGCCTGTCTCAGTAAGA
TCTGCCGCCGTCCGCAGCCAGATC

S6_149531827
>AACGCAGCCAAAACTTTGCGTGCGTGCTTAACCCTCTAAAAATGCAGATAAACATCATTAGCACTTTCCACCATTCATC
ATTAATCTGTATATATATGTGC

S7_153654562
>GGCCTACACAATACATGTATCATGCATGCCCTCAAAAGCTGGCAGCAATACGAGCGAGCAAATTGGGGCAGAAAGGA
GGGGAGGAAAAGAAAGGGGGAGCC

S7_165912861
>GACGGCGGCCGAGATACCGCTGCTCAAGTCGCGGATCGAGTCCACGAACGCCGCGGTCGCCACGAGGCAGGAGGC
GGCGGCGAGGAAGAAGGCCGCCGCGG

S8_26349938
>CTCCGCCACTACCTCTCCCTCGGCGCCCCCGTCAGCCAGTTCAAGTCGCCGCGCTGCGTCGGCCGGGCCAACAACTCC
GGCGTCCTCCAGATCCTCTCCGC

S8 138261555
>GGTCCGGCGACGCCATTAAAATACCGTACCATTAGCAGTAGCAAGGCCACGCTTTATCGTCTCTGCTTTTGCTTTGCTG
CGATGCCTTCCCTCCGATCGAA

S9_102962591
>CCGTCATCCTCGGACGACCTCTCGTAGCCCGCCGGCTCCACGCAAGACGAGGCGAGCTGGTACTCCAGGCGAGCGCT
TGCGGTCTGGTCGTTGCCGTCGGT

S9_ 91249888
>AGCACGAGCGACGCCATGACCCCCGCCCTCTTGACGCTGAGGATGGCGGCGCCCAGCAGCTCCCCGGTGCCCTGGCT
GGTGAACACGATGAGCAGCGTGGC

S10_111618837
>GGTCGGCCGGGAGTCAACCTGCCCTCCACGTTCTCGCCGTCGTCGTCCGCATCGGCGCCGCAGATACTGGACTTCTCC
ACGCAGCAGCTCATCCGGCCCGG

$10_34726220
>ACAAAACAGAAACAAGAGACTCAGGCTTAGGTCACGAGCACAAAGGATAAGCAGTCAGCTGCTTGCAAGCCGAAAG
CTTATGCCATGGCAAATCCCTAAAA

$10_2255134
>GTCTCCTCAGTTACAGTCGCTGAATCCAGCACCCTCACTCGCCCCTCCAATCGGTGCAGCCGGAGATGAGCCCAAGAG
AACGGCAGCAGCAATGGCCGACA

$10_69087693
>STAGTGTGGTCGTGCTCTGATGCAGTGCGGCGAAACACGGAGAGGTGGCGCGGCTTTATACTAGTGGTGGGTGCGTG
CTCCTCTGCGTGGCTAGCTTCGGCG

$10_10669884
>GGCTGTTCCTGTTGGTGACTTCTCTTCTCCTAACTATATCATTTTGTGTATGTGATGTGCAATGAAAATAGTCAAGGGT
GCCATGATTTGGCGTGTTTTAG
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