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RESUMEN

La enorme diversidad fenotipica y genética del maiz lo hacen un excelente modelo para
estudiar las adaptaciones a la sequia y el calor en plantas. En la Mixteca Alta de Oaxaca, y en
otras regiones aridas y semiaridas de México y del suroeste de los Estados Unidos, la siembra
de maiz y el crecimiento pre-reproductivo se realizan en condiciones de sequia, con la ayuda
de los siguientes factores: 1) terrenos con humedad residual, 2) siembras entre los 15y 40 cm
de profundidad y 3) variedades locales resistentes a la siembra profunda. Para conocer los
genes involucrados en la resistencia a la siembra profunda, se analizaron 272 lineas DTMA
(Drougth Tolerant Maize for Africa) y 173 lineas de una poblacién recombinante ABQTL-DTP
BCiF2:3del CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) mediante ensayos
de siembra profunda y genotipificacion por secuenciacion (GBS). La emergencia de las
plantulas y la longitud del tallo correlacionaron positivamente con la longitud del mesocaotilo. La
variacion en la elongacion del mesocotilo en las lineas DTMA permitié identificar 63
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) asociados a su varianza mediante estudios de
asociacion gendémica (GWAS) ubicados dentro o cerca de 82 marcos de lectura abierta. Los
SNPs asociados presentaron las siguientes funciones: catalisis enziméatica, transporte de iones
metalicos, hidrolisis de proteinas y carbohidratos, interaccion con ADN, resistencia a estrés,
transporte intracelular e interaccion con ARN. En la poblacion ABQTL-DTP BCiF23 se
encontraron 29 QTLs (Loci de caracteres cuantitativos) mediante analisis de ligamiento de alta
densidad. Se encontraron dos coincidencias entre los genes asociados a la elongacion del
mesocotilo y los QTL en la poblacion ABQTL-DTP BC1F2:3. Queda pendiente formular modelos
gue expliguen las interacciones entre los loci asociados antes de que se puedan proponer
planes de mejoramiento que, mediante el uso de marcadores moleculares, permitan
introgresar la resistencia a la siembra profunda a variedades de alto rendimiento o a maices

nativos.



ABSTRACT

Because of its large phenotypic and genomic diversity, maize is an excellent model to study
adaptations to drought and heat in plants. In arid or semiarid regions of Mexico, such as in the
Mixteca Alta of Oaxaca, as well as in the USA southwest, maize sowing and pre-reproductive
growth are carried under drought conditions with the help of the following factors: 1) soils with
residual moisture, 2) sowing between 15 and 40 centimeters depth, and 3) deep sowing
resistant local landraces. To identify genes involved in resistance to deep sowing, we analyzed
272 DTMA lines (Drought Tolerant Maize for Africa) and 173 recombinant ABQTL-DTP BC;1F2:3
lines from CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) by performing deep
sowing resistance tests in a growth chamber and genotyping by sequencing (GBS). Seedling
emergence and stem length positively correlated with mesocotyl length. Variations in mesocotyl
length allowed the identification of 63 SNPs (single nucleotide polymorphisms) associated to
mesocotyl length variation through genome-wide association studies (GWAS) that mapped
inside or close to 63 open reading frames, some of which encode proteins involved in the
following functions: enzymatic catalysis, ion metal transport, hydrolysis of proteins and
carbohydrates, interaction with DNA, resistance to stress, intracellular transport and interaction
with RNA. With the help of the ABQTL-DTP BC1F2:3 population we mapped 29 QTLs associated
to mesocotyl elongation using a high density linkage analysis. We found two genes associated
to mesocotyl elongation in the DTMA collection that mapped within QTLs (quantitative trait loci)
of the ABQTL-DTP BCiF2:3 population. The design of models that explain the interactions
between the associated genes remains pending before precise improvement plans using
molecular markers are formulated. This should facilitate the introgression of deep planting

resistance to high yielding varieties or maize landraces.



INTRODUCCION

El cambio climético y el calentamiento global.

Desde que se tienen registros se ha incrementado la emisién de los gases de efecto
invernadero, propiciando un aumento en la temperatura media mundial. A este fenomeno se
le ha denominado calentamiento global o cambio climatico. El cambio climatico hace referencia
a cambios en la temperatura, humedad, lluvia, viento y otros fenomenos meteoroldgicos. Se
prevé que el cambio climatico tendra impactos negativos en los sistemas ecoldgicos, humanos,
urbanos, econdmicos y sociales (Stoker et al., 2013).

Para predecir los posibles cambios ambientales, se han generado escenarios climaticos
a partir de registros historicos de temperatura, emision de gases de efecto invernadero y
precipitacion. Los escenarios climaticos futuros suponen aumentos constantes en la
temperatura media de la Tierra y cambios en los patrones de lluvias y sequias (Burke et al.,
2016). Estos escenarios nos obligan a plantear programas de manejo ambiental y politicas
publicas para mitigar los efectos del calentamiento global y adaptarnos a la variabilidad
climatica (Pachauri et al., 2014).

Las predicciones climéticas pueden ser especialmente relevantes para la agricultura. Se
estima que debido al calentamiento global, el rendimiento de los principales cultivos disminuira,
lo que aumentara la hambruna y el riesgo alimentario (Lobell y Field, 2007) y los paises que
no tengan la capacidad de remediar los efectos del calentamiento global seran mas afectados
(Parry et al., 2004).

A finales del siglo XX se registraron las temperaturas mas altas del siglo en zonas
tropicales y subtropicales. Se prevé que la temperatura continuara elevandose y que los
veranos seran mas calientes cada afio (Battisti y Naylor, 2009). En Africa, la sequia y el calor
ya han disminuido considerablemente el rendimiento del maiz. Esto tendra impactos severos
en la salud publica y la seguridad alimentaria, ya que en paises como Malawi y Zimbabwe, el
maiz aporta entre el 40% y el 50% de las calorias y proteinas consumidas (Cairns et al., 2013).

La sequia es un periodo de tiempo mas seco, en el que la precipitacion pluvial es
escasa, disminuye la corriente de los rios, baja la humedad del suelo y la evapotranspiracion
es elevada (Dracup et al., 1980). El porcentaje de la tierra en condiciones de sequia en todas
sus modalidades se ha incrementado desde inicios del siglo XXI. En el ultimo siglo la sequia

extrema se increment6 del 1 al 3 % de la superficie terrestre, en tanto que la sequia severa



paso de 5a 10 %y la sequia moderada 20 a 28 %. Se prevé que la sequia en todas sus formas
continle aumentando en el planeta (Burke et al., 2006).

En los dltimos 30 afos, los efectos negativos del calentamiento global se han
incrementado, afectando a los cultivos de maiz, trigo y cebada (Lobell y Field, 2007). El
problema mas grave que enfrentan los agricultores es la falta de agua que es el resultado de
la baja precipitacion y/o a la falta de acceso a los cuerpos de agua y/o a la carencia de
tecnologias de riego (Rosenweig y Parry, 1994).

Ademas del calor y la sequia, en el norte de México y el suroeste de los Estados Unidos
ha cambiado la estacionalidad. Debido al incremento de la concentracion de los gases de
efecto invernadero (Cook y Seager, 2013), se vaticina que para finales del siglo XXI en esta
regiéon el monzon de verano (julio y agosto), que aporta actualmente hasta el 70% de la
precipitacion anual, se retrasard paulatinamente y se establecera en otofio (septiembre-
octubre). La modificacién de la estacionalidad obligara a los agricultores a tomar medidas de
remediacion: cambiar las fechas de siembra, usar otros cultivos e implementar nuevas técnicas
de cultivo, que requieran menos agua y otros insumos y que tengan menor impacto ecolédgico
(Lobell y Field, 2007).

El cultivo del maiz.

El maiz es una de las especies mas cultivadas en todo el mundo y es un elemento
imprescindible de la vida social, cultural y econdmica de México. Su diversidad genética y
fenotipica es el producto de la intensa seleccion realizada por campesinos, agronomos y
mejoradores. La domesticacion del maiz fue hace 9,000 afios aproximadamente después del
atimo periodo glacial en el suroeste de México. En este periodo de tiempo los cultivos se
realizaban en los margenes de los rios y a pesar de esto estaban constantemente expuestos
a periodos de sequia (Ranere et al., 2009: Piperno et al., 2007).

Las variedades de maiz representan sistemas genéticos complejos que han permitido
su cultivo en ambientes poco favorables. La clasificacion de las variedades de maiz considera
sus caracteristicas fisicas, fisiolégicas, genealdgicas, genéticas, citolégicas y geograficas
(Wellhausen et al., 1951; Sanchez et al., 1993). En términos practicos, las variedades de maiz
estan definidas por el niamero de caracteristicas que permiten definir a una poblacion
(Anderson y Cutler, 1942). Algunas de las razas son precursoras de los llamados hibridos o
variedades mejoradas. Los hibridos tienden a la uniformidad fenotipica y genética, lo que
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facilita su cultivo y la cosecha mecanizada (Mufioz et al., 1998). Estos programas de
mejoramiento se han enfocado en aumentar el rendimiento por hectarea. Las variedades mas
usadas para el mejoramiento en los Estado Unidos son B73 y Mo17 (Mikel y Dudley, 2006).

México es considerado el centro de origen del maiz y uno de sus centros de diversidad,
ya que aqui se encuentran en contacto las razas denominadas antiguas que son las variedades
de valles altos (Matsuoka et al., 2002) con sus ancestros silvestres, los teocintles (Mangeldorf,
1938). La diversidad genotipica y fenotipica del maiz puede ser atribuida a los siguientes
factores: a la gran diversidad de ambientes donde es cultivado, a la dispersién del polen dado
gue es una especie con polinizacion cruzada y al intercambio de semilla entre comunidades
(Anderson y Cutler, 1942; Wellhausen et al., 1951).

La siembra tradicional del maiz se realiza en pequefas parcelas y, en la mayoria de los
casos, el cultivo es de temporal. Por otro, lado gran parte de la produccion de maiz en el mundo
se genera en las regiones templadas y es dedicada al consumo animal o a la extraccién de
materiales industriales. Sin embargo, en México, la mayoria de la produccion se utiliza para

consumo humano directo (Mufioz et al., 1998).

La siembra profunda.

La siembra profunda se lleva a cabo en regiones aridas y semiaridas de todo el mundo. Se
practica en el cultivo del sorgo, la cebada y el trigo. Algunas variedades de sorgo elongan el
mesocotilo y pueden emerger de una profundidad de hasta 10 cm (Maiti, 2017). La resistencia
a la siembra profunda en la cebada y el trigo se correlaciona con la elongacién del coleoptilo
(Hoshikawa, 1969). Se han encontrado variedades de cebada provenientes de Africa que
pueden emerger de hasta 18 cm de profundidad y, en la meseta de Loess en China, la variedad
de trigo Hong Mang Mai [Triticum aestivum L.] emerge de una profundidad de hasta 20 cm
(Kato, et al., 2011).

La siembra profunda también se practica en el cultivo del maiz. En el sureste de Estados
Unidos, la tribu Hopi, perteneciente a los pueblos Navajos, produce maiz en una regién con
escasa precipitacion. Para cultivar maiz utilizan la técnica de siembra profunda. Los Hopi
colocan la semilla alrededor de unos 30 cm de profundidad, para que la planta aproveche mejor
la humedad residual del suelo. La comparacién de la emergencia del maiz navajo (Hopi) con
la de dos variedades hibridas (Chinese y Boone County White), mediante pruebas de siembra

a diferentes profundidades, permitié encontrar que la elongacion exagerada del mesocotilo
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facilita la emergencia de las plantulas cuando se siembran profundamente y que no todas las
variedades de maiz son aptas para esta técnica de cultivo (Collins, 1914).

En México también practican la siembra profunda de manera tradicional los Mixtecos
del altiplano noroccidental del estado de Oaxaca. Estas comunidades han desarrollado un
conjunto de variedades de maiz denominadas “de cajete” (Mufioz et al., 2002). Estos maices
de cajete se dividen en ultratardios, tardios e intermedios y, de acuerdo al inicio de la
temporada de lluvias, los campesinos eligen maices con diferente precocidad. Ademéas de los
maices de cajete, los mixtecos cultivan maices precoces seleccionados para mejorar su
adaptacion a cada microrregion (Mufoz et al., 2002).

La siembra profunda implica la utilizacion de un paquete tecnoldgico desarrollado para
afrontar la sequia que consta de tres elementos: |) suelos con humedad residual, II)
herramientas y técnicas adecuadas que permitan colocar la semilla donde se encuentra la
humedad residual y Ill) variedades de maiz que puedan emerger y soportar la siembra
profunda (Mufioz et al., 2002). Por lo tanto, los maices de cajete aprovechan tanto la humedad
residual del suelo como la lluvia. Los agricultores que realizan la siembra profunda utilizan la
pala o la coa, escarban el terreno hasta encontrar la humedad residual que puede llegar a una
profundidad de 35 cm y colocan de tres a cuatro semillas por punto de siembra. La emergencia
de las plantulas demora entre 10 y 15 dias, dependiendo de la temperatura y de la profundidad
de siembra (Mufioz et al., 2002).

Debido a la variacién en la emergencia se han realizado estudios para determinar qué
variedades pueden soportar la siembra profunda. Se encontré que las provenientes de valles
altos tienen los mesocotilos mas largos, mientras que las de altitudes bajas tienden a presentar
mesocotilos cortos (Embarcadero, 1971; Vargas, 1966; Cruz-Sanchez et al., datos no

publicados; Martinez-Nava., datos no publicados).

El mesocaotilo.
En una plantula de maiz el mesocotilo es el internodo del tallo que conecta al escutelo y a la
radicula con el nodo coleoptilar y el coleoptilo (Figura 1). Esta estructura se alarga para elevar

al coleoptilo, permitiéndole emerger a la superficie (Hayward, 1951).



Figura 1. Esquema de la plantula de maiz. Php) primera hoja plumular, Col) coleoptilo, Rancs) raices
adventicias del nodo coleoptilar, Nc) nodo coleoptilar, Meso) mesocotilo, Car) cariopsis, Rp) raiz
primaria y Rs) raices seminales.

El crecimiento del mesocotilo se da por la division y el alargamiento de sus células, que
son estimuladas por fitohormonas, principalmente por las auxinas y las giberelinas (Walton y
Ray, 1981; Fellner et al., 2006; Dong et al., 2013). Las auxinas regulan el desarrollo de los
meristemos, la organogénesis, la floracion, el crecimiento celular y el gravitropismo (Muday y
DelLong, 2001). La concentracion de auxinas en un tejido es controlada por su sintesis y/o por
el transporte desde otros tejidos, a través de transportadores especificos (Muday y DelLong,
2001; Dong et al., 2013). Las auxinas promueven la elongacion de las células en la base del
nodo coleoptilar, aumentando la longitud del mesocotilo (Lino y Carr, 1982) siendo sintetizadas
y transportadas desde la punta del coleoptilo. Su transporte es inhibido cuando la punta del
coleoptilo recibe la luz solar, provocando irreversiblemente la inhibicion del crecimiento del
mesocotilo (Walton y Ray, 1981; Fellner et al., 2006). Si las plantulas son expuestas a altas
temperaturas, el crecimiento del mesocotilo se inhibe debido a una disminuciéon de la

concentracion de auxinas en el coleoptilo (Overbeek, 1936).



La elongacion del mesocotilo se inhibe por potenciales hidricos menores a -0.3 MP en
el sustrato y por altas concentraciones del acido abscisico, condiciones que promueven el
desarrollo de la raiz (Saab et al, 1992). EI movimiento del agua dentro de las plantas requiere
un gradiente de potencial hidrico entre el sustrato y la planta. En condiciones de bajo potencial
hidrico, cuando el suelo tiene menor potencial hidrico que la planta, el transporte de agua hacia
la planta disminuye, ocasionando la pérdida de turgencia y deteniendo la elongacién de las
celulas (Tang y Boyer, 2001). Por otro lado, la radiacién ultra violeta (UVB) activa a la sintasa
de 6xido nitrico, aumenta a las proteinas de la pared celular y disminuye la actividad de una
endoglucanasa. En consecuencia, aumenta el contenido intracelular del 6xido nitrico y se

inhibe la elongacion de las células del mesocotilo (Zhang et al., 2007).

Genética de la variacion en la elongacion del mesocotilo.

Poco se conoce acerca de la genética involucrada en la amplia variacion observada en la
elongacion del mesocotilo del maiz o de otras gramineas. Troyer (1997) realizd experimentos
utilizando como parental al maiz Hopi y determin6 que la elongacion del mesocotilo es un rasgo
altamente heredable que puede ser usado en planes de mejoramiento. Encontrdé cinco
regiones cromosomicas fuertemente asociadas a dicho rasgo distribuidas en los cromosomas
1, 3, 6 y 9 del maiz. Por otro lado Zhang y colaboradores (2012) realizaron analisis de QTLs
(Quantitative Trait Loci) para identificar las regiones cromosomicas involucradas en la
resistencia a la siembra profunda. Utilizando cruzas entre dos lineas endogamicas, una con
mesocotilos cortos (X178) y la otra con mesocotilos largos (3681-4, desarrollada a partir del
maiz Hopi), encontraron que la resistencia a la siembra a 10 y 20 cm de profundidad es
regulada por 25 QTLs con efectos menores.

Mediante genética clasica se han identificado dos genes cuya mutacion afecta
directamente la elongacion del mesocotilo en maiz. Los mutantes elml1 (mesocotilo elongado)
no responden a la luz roja ni a la roja lejana y acumulan grandes cantidades de fitocromo A,
porque no sintetizan el cromoéforo responsable de esta respuesta, interrumpiendo asi las rutas
de sefializacion y procesamiento reguladas por la luz. En luz blanca, estos mutantes elongan
mas el mesocotilo y ademas inician la floracion antes que el silvestre (Sawers et al., 2002). El
producto del gen EIm1 es una fotocromobilina sintasa: ferredoxina oxidoreductasa involucrada
en la sintesis del croméforo de los seis fitocromos del maiz (Alexandrov et al., 2009). Otro de
los genes directamente involucrados en la elongacion del mesocotilo es ZmLAL. Los mutantes
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de este gen presentan las siguientes caracteristicas: mesocotilos alargados, tallo postrado, no
son geotropicos y tienen problemas en la floracion y en la formacion del fruto. Este gen expresa
una proteina con funcién desconocida que esté involucrada en el transporte y la sefializacion

de las auxinas y de alli sus efectos pleiotropicos sobre la planta (Dong et al., 2013).

Mejoramiento genético.

Los planes de mejoramiento emplean poblaciones generadas a partir de cruzas controladas.
Los parentales son elegidos por tener caracteristicas de valor agrondmico o por generar vigor
hibrido al cruzarse con otro individuo (Varshney et al., 2015; Meng et al., 2015). La parte mas
importante del mejoramiento es la correcta seleccion de los parentales que permitan obtener
el fenotipo deseado. Los procesos evolutivos que han actuado sobre las variedades silvestres
y las razas han aumentado la variacion de las caracteristicas fenotipicas de la especie que
podrian ayudar en los planes de mejoramiento. Para que una caracteristica se considere de
valor agrondémico debe ser facilmente heredable, medible cualitativa o cuantitativamente vy,
preferentemente, no estar regulada por procesos epistaticos.

Las variedades silvestres y las razas son una fuente de diversidad genética pero pueden
tener caracteristicas inapropiadas para el cultivo intensivo y, por ello, es necesario emplear
herramientas que nos permitan facilitar la introgresion genética del material deseado en
variedades anteriormente mejoradas (Collard et al., 2005). Por esta razdn es necesario
conocer las regiones génicas y alelos involucrados en la regulacion de los caracteres deseados
con la finalidad de reducir el tiempo y costo invertidos en el mejoramiento genético (Mohan et
al., 1997). Para esto se utilizan lineas élite como receptores, ya que tienen caracteristicas
favorables para el cultivo extensivo. El reconocimiento y el mapeo de los QTL permiten estimar
cuantos individuos y generaciones son necesarias para el mejoramiento, ya sea por la
introgresién de material genético o por la segregacion de caracteres dentro de una poblacion
(Mohan et al., 1997). Para realizar la introgresion genética es necesario conocer el tamafio del
segmento del donador, la posicion y la cantidad de genoma que podria arrastrar que puede no
ser favorable o entrar en conflicto con alelos previamente introgresados (Lin et al., 2014) y se
deben identificar los donantes con el caracter o fenotipo deseado. Por otro lado, los materiales
de élite receptores deben ser varios y pertenecer a diferentes grupos heteréticos para
promover el vigor hibrido al realizar las cruzas y culminar con la creacion de nuevas variedades
(Ndhela et al., 2015).



Para reconocer los genes asociados a un caracter, se emplean los QTLs que utilizan
técnicas de biologia molecular (Mohan et al., 1997). A través de las técnicas moleculares se
han encontrado QTLs asociados al rendimiento, a la calidad del cultivo y a la resistencia a
algunas enfermedades (Collard et al., 2005; Zila et al., 2014). Estas caracteristicas, conocidas
como rasgos cuantitativos, generalmente son procesos multifactoriales o complejos y parte de
su variacion puede ser explicada genéticamente (Mohan et al., 1997). Es importante que los
rasgos a mapear no sean afectados por factores ambientales y que nos ayuden a distinguir
entre grupos e individuos (Collard et al., 2005). Se espera que los QTL presenten efectos sobre
el fenotipo, sin importar el trasfondo genético, independientemente de cuantos genes estén
involucrados en la regulacion de un caracter.

Para controlar la variaciébn genética y fenotipica los mejoradores utilizan poblaciones
biparentales, cruzas controladas, retrocruzas o técnicas de haploidia (Tanksley y Nelson,
1996). Estas técnicas permiten observar la segregacion de los genes responsables de la
variacion de los rasgos de interés agrondmicos siempre y cuando existan suficientes eventos
de recombinacién que rompan el desequilibrio de ligamiento (DL) entre los marcadores
asociados y no asociados. La recombinacion es el intercambio de material genético entre
cromosomas. En los eucariontes diploides el proceso de recombinacion se da en la meiosis y
éste proceso asegura que los gametos incluyan material genético de ambos parentales y que
la descendencia tenga informacién genética de los cuatro abuelos (Clancy, 2008). EI DL es la
asociacion no azaroza entre dos marcadores o entre dos genes ocasionada por la deriva
geénica y/o la estructura poblacional (Soto-Cerda y Cloutier, 2012). Algunas veces el DL es
confundido con el ligamiento, que se refiere a la union de dos loci debida a una conexion fisica
en el cromosoma, caracteristica que se mantiene por mucho tiempo (Flint-Garcia et al., 2003).
Es necesario tener marcadores distribuidos uniformememente en el genoma, ya que, si se
encuentran a una distancia considerable del gen responsable de la variacion, podrian
presentarse eventos de recombinacion y se corre el riesgo de obtener falsos positivos y que
los marcadores asociados al fenotipo de interés no sean validos para otras poblaciones (Soto-
Cerda y Cloutier, 2012).

Algunos de los marcadores moleculares que se han empleado en el reconocimiento de
QTLs son: los polimorfismos de tamafio de fragmentos de restriccion que son generados por
enzimas de restriccion (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism), los microsatélites
(SSR) y los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs, Single Nucleotide Polymorphism)
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(Collard et al., 2005; Zhang et al., 2012; Bush y Moore, 2012). La identificacion de
polimorfismos por RFLP es una técnica que consiste en la digestion, con endonucleasas de
restriccion especificas del ADN gendmico para generar fragmentos que van de 500 a 2,000
pares de bases que se separan mediante la técnica de electroforesis y las bandas obtenidas
son transferidas a un filtro de nitrocelulosa para realizar un Southern blot que finalmente
permite el reconocimiento, por sondas especificas de gen, del tamafio y el nimero de los
fragmentos reconocidos (Williams, 1989). Para el maiz se han realizado mapas de ligamiento
hasta con 338 RFLPs distribuidos en los diez cromosomas (Helentjaris, 1987). En la poblacion
IBM (Intermediated B73 x M017) Syn4 se obtuvo un mapa de ligamiento de 5,917 cM utilizando
190 RFLsP. La poblacion IBM Syn4 es utilizada para el andlisis de QTLs, para elaborar mapas
de alta densidad y en gendmica comparada. La poblacion IBM Syn4 es tomada como
referencia porque esta compuesta por la cruza simple de (B73 x Mol7) y cinco ciclos de
autocruzas con el proposito de aumentar el nimero de eventos de recombinacion y con ello la
resolucion de los mapas de ligamiento (Lee et al., 2002). Las variedades B73 y Mo17 son las
lineas endogdmicas mejor estudiadas y pertenecen a grupos heteroéticos diferentes. Estas
caracteristicas han posibilitado que la poblacién IBM Syn4 sirva como referencia genética de
mapeo de QTLs (Liu et al., 2015). Los SSR permiten el reconocimiento de los polimorfismos
con base en el numero de repeticiones de las regiones repetitivas del genoma. Para la
identificacién de estos marcadores se disefian oligonucleétidos que se adhieren a las regiones
gue rodean estas secuencias repetitivas y se amplifican por PCR. Se han utilizado 748 SSRs
en la poblacion IBM con la que se contruy6 un mapa de ligamiento de 4,906 cM (Sharopova et
al., 2002). Los marcadores RFLP y SSR tienen un alto costo y el uso de la técnica de PCR con
oligonucledtidos poco especificos afecta la reproductibilidad de estos analisis.

Los SNPs normalmente tienen dos formas comunes dentro de una poblacién. Su
frecuencia alélica esta dada en términos de la frecuencia alélica menor (MAF, Minor allele
Frequency) que se refiere al nimero de individuos que presentan el segundo alelo con mayor
frecuencia (Bush y Moore, 2012). Gracias al surgimiento de las nuevas técnicas de
secuenciacion masiva, se han realizado monitoreos parciales del ADN genomico de
poblaciones que reconocen una gran cantidad de SNPs, que son utiles para identificar a los
genes asociados a los rasgos de interés (Elshire et al., 2011; Korte y Farlow, 2013). Con las

técnicas de secuenciacion masiva se obtuvo un mapa de ligamiento de alta calidad de la
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poblacion IBM Syn10 de 11,198.5 cM, utilizando 1,151,856 SNPs de alta calidad que fueron
reunidos en 6,632 grupos de recombinacién [Recombination Bins] (Liu et al., 2015).

Para localizar los genes asociados a un rasgo se utilizan los mapas de asociacién, que
pueden ser mapas de ligamiento o mapas de GWAS (estudios de asociacion a nivel de todo el
genoma o Genome-Wide Association Studies). Los mapas de ligamiento dependen de la
segregacion de la diversidad alélica en los descendientes provenientes de la cruza de sus
parentales. En una poblacién con pocos eventos de recombinacién el DL se mantiene,
impidiendo que los marcadores segreguen de forma independiente reduciendo la resolucion
del mapa de ligamiento (Semagn et al., 2006). Por otro lado, la asociacion genémica depende
de la diversidad genética y fenotipica de la poblacion, asi como de las distancias genéticas
entre las accesiones (Nemri et al., 2010; Korte y Farlow, 2013). Los analisis de asociacién
gendmica pueden ser complementarios a los mapas de ligamiento (Soto-Cerda y Cloutier,
2012). La finalidad de localizar los QTLs es tener herramientas suficientes que ayuden a
realizar la seleccién asistida por marcadores moleculares (MAS, Marker Assisted Selection)
(Semagn et al., 2006; Varshney., 2015).

Genotipificacion mediante secuenciacion (GBS).

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacién, también conocidas como de
secuenciacion masiva, permiten el descubrimiento de SNPs y ayudan a comprender la
diversidad genotipica de las especies a través de sus diferencias genéticas. Los SNPs pueden
ser usados tanto para la construccion de mapas de ligamiento como para el analisis de
asociacion genémica (Elshire et al., 2011; Mascher et al., 2013).

La secuenciacion masiva puede ser aplicada al andlisis de genomas pequefios o
grandes. Debido a la complejidad de algunos genomas (por ejemplo: el humano o el maiz), se
han implementado técnicas que permiten reducir la informacién de secuencias repetitivas y
transposones, enfocandose en las regiones codificantes. La técnica de Genotipificacidon
Mediante Secuenciacion (GBS, Genotyping By Sequencing) emplea enzimas de restriccion
sensibles a la metilacién del ADN. Estas enzimas no cortan las secuencias de ADN metiladas,
esquivando primordialmente a las regiones inactivas o repetidas del genoma. El genoma es
recortado en pequefios fragmentos que van de los 170 a los 350 pares de bases. Una vez

obtenidas las secuencias de los extremos, éstas se alinean, usando un genoma de referencia
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para realizar el llamado de los SNPs, que es el paso donde se reconocen los polimorfismos
gua hay en una poblacion.

Uno de los principales problemas de la técnica GBS es que genera secuencias cortas,
gue pueden alinearse incorrectamente si el genoma de referencia no esta bien ensamblado.
Ademas, esta técnica tiene una baja profundidad de secuenciacion y una menor calidad de
secuenciacion que la técnica de Sanger (Elshire et al., 2011; Glaubitz et al., 2014). Con las
secuencias alineadas al genoma de referencia se realiza el lamado de los SNPs (Deschamps
et al., 2012; Glaubitz et al., 2014) mediante algoritmos que realizan el llamado de los SNPs
considerando los posibles errores. Existe una gran cantidad de software libre para realizar el
llamado como: GATK, SAMtools, SOAP, SNPAAMapper, TOMP, WEEP y Atlas (Kumar, et al.,
2014). El llamado de los SNPs depende de filtros aplicados que retiran las secuencias de baja
calidad o poco confiables mediante célculos probabilisticos.

Si bien la técnica de GBS permite obtener una gran cantidad de SNPs distribuidos a lo
largo de todo el genoma, hay que tener en cuenta que no necesariamente estan distribuidos
uniformemente en los cromosomas (Elshire et al., 2011). Para el caso del maiz, se pueden
obtener cerca de un millon de SNPs por individuo. Cabe aclarar que estos marcadores aun
deben pasar varios filtros antes de ser utilizados en los estudios de asociacion gendémica y en
la generacion de mapas de ligamiento de alta densidad, con la finalidad de tener datos de alta
calidad (Chen et al., 2014; Varshney et al., 2015).

Analisis de asociacion.
La calidad de los mapas de asociacion para identificar los QTLs depende del tamafio
poblacional y del nimero de cruzas que se hayan realizado. Estos factores tienen un efecto
directo sobre el nimero de eventos de recombinacion. Ademas, se necesita tener suficientes
marcadores moleculares con la finalidad de reconocer todos los eventos de recombinacion. La
calidad de los mapas de asociacion se ve afectada por el DL, la estructura poblacional y las
relaciones parentales, asi como por la naturaleza del rasgo a estudiar, ya que algunas
caracteristicas pueden ser reguladas por un solo gen o por varios genes con pequefios efectos
fenotipicos (Korte y Farlow, 2013).

En los andlisis de asociacion se busca que los marcadores se encuentren
correlacionados al fenotipo de interés, ya sea porque estan ligados o se encuentran en DL con

el gen responsable de la variacion fenotipica. El DL decrece dentro de una poblacion debido a
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la recombinacion y por la distancia fisica entre genes, ya que, a mayor distancia fisica, es mas
probable que haya recombinacion. Los eventos de recombinacion no son homogéneos para
todo el cromosoma. En los brazos se observa mayor recombinacion que en los centrdmeros,
gue son las partes mas conservadas del genoma (Schnable et al., 2012). Ademas, la
recombinacion depende de la cantidad de genes y del contenido de guanina y citosina en sus
secuencias (Dawson et al., 2002).

El DL depende de la especie, de la poblacion y de las regiones génicas que se estén
analizando. Se han observado diferencias entre los sistemas de apareamiento. Por ejemplo:
las especies que se autofecundan tienden a la homocigosis y el DL es mayor que en las
especies de fecundacion cruzada (ya que la recombinacion es menos eficiente al aumentar el
DL). Para el caso del maiz, la diversidad genética juega un papel importante, debido a que se
ha observado que el ligamiento entre genes comienza a decaer a una kilobase de distancia en
las razas, mientras que, en las lineas endogamicas, el decaimiento comienza a dos kilobases
o mas (Flint-Garcia et al., 2003; Jung et al., 2004). Por ello, si se trabaja con lineas altamente
endogamicas y se quiere romper el DL, se deben realizar varias cruzas o aumentar el tamafio
de la poblacién recombinante (Collar et al., 2005)

La estructura poblacional tiene un fuerte efecto sobre todo el genoma de las poblaciones
y se da cuando no se cumple el apareamiento aleatorio en una poblacion, ocasionado por la
existencia de dos o mas subpoblaciones que a su vez generan una desviacion del equilibrio
de Hardy-Weinberg (Rasmus y Slatkin, 2013). La estructura poblacional es un problema para
las asociaciones, debido a que los genes se encuentran ligados por efecto de factores
demograficos. Si hay varias poblaciones y solo se muestrea una se puede encontrar que dos
alelos estén fuermente asociados entre ellos. Sin embargo, en las otra poblacidones no se
encuentra la misma asociacion (Soto-cerda y Cloutier, 2012). La estructura poblacional
aumenta el descrubrimiento de falsos positivos y disminuye la capacidad de encontrar los
marcadores realmente asociados a los fenotipos (Cardon y Palmer, 2003; Slatkin, 2008). Para
corregir estos problemas, es importante utilizar modelos que incluyan datos de estructura
poblacional y que puedan dar informacién para distinguir los marcadores que estén realmente

asociados al fenotipo (Pritchard et al., 2000; Thornsberry et al., 2001).
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Mapas de ligamiento.
Los mapas de ligamiento buscan la asociacién de los marcadores con el fenotipo a través de
la distancia genética entre marcadores y se calcula a partir de las frecuencias de
recombinacién (Collard et al., 2005). La resolucién de los mapas de ligamiento depende de la
cantidad, distribucién de los marcadores y el tamafio de la poblacién. A mayor cantidad de
marcadores y de individuos, sera mayor la precision al detectar los eventos de recombinacion
y, por lo tanto, las regiones asociadas a los rasgos de interés. Los mapas de ligamiento
realizados con RFLP y SSR presentan regiones pobremente representadas y, debido a la
distancia fisica entre marcadores, no es posible obtener informacion completa ni precisa de la
localizacion y el nimero de QTLs. Por ello es necesario el uso de las técnicas de secuenciacion
de nueva generacion que aumentan la densidad de marcadores en las secuencias (Yu et al.,
2011). Sin embargo, el uso de una alta densidad de SNPs en pequefias regiones puede no ser
lo mas apropiado para los analisis de QTLS, ya que al tener muchos marcadores en regiones
pequefias se generan marcadores con informacion idéntica y en algunos casos hay muchos
datos faltantes que dificultan el analisis y disminuyen la resolucion de los mapas de ligamiento
(Li et al., 2015). Para solucionar este problema, se ha planteado trabajar con modelos que
permitan reconocer los eventos de recombiancion y haplotipos, mediante la formacién de
bloques o Bins que reunen la informacién de los SNPs vecinos y la condensan en una sola
region gendmica. (Huang et al., 2009; Xie et al., 2010; Chen et al., 2014; Liu et al., 2015). El
nivel de recombinacion gendmica en maiz se ve afectado por el origen de las variedades; en
cada célula de origen meiotico se observan de 24 a 50 eventos de recombinacion (Li et al.,
2014).

Los mapas de ligamiento indican la distancia genética que hay entre dos marcadores.
Esta es calculada mediante funciones de ligamiento que convierten las fracciones de
recombinacion en centimorgans (cM) (Collard et al., 2005). No existe una relacion directa entre
los mapas de ligamiento y los mapas fisicos, ya que los marcadores genéticos fuertemente
ligados pueden estar muy alejados en términos de pares de bases de distancia, pero estar a
pocos cM entre ellos (Semang, 2006). Esto se debe a las diferencias en las frecuencias de
recombinacion dentro de los cromosomas y a que, mientras mas eventos de recombinacion
puedan observase, mayor sera la posibilidad de reconocer regiones génicas asociadas al

fenotipo de interés (Semagn et al., 2006).
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La relacion entre fenotipos y genotipos se obtiene al comparar los mapas de ligamiento
y las variantes alélicas. Los métodos estadisticos mas usados son la asociacion a un solo
marcador (single-marker analysis), el mapeo de los intervalos vecinos (simple interval
mapping) y el mapeo de intervalos compuestos (composite interval mapping) (Collard et al.,
2005; Zhang et al., 2012; Meng et al., 2015). Estos métodos calculan la posibilidad de que los
marcadores no estén asociados por azar (odds ratios) con el fenotipo. Esta relacién se expresa
en forma logaritmica y es llamada probabilidad logaritmica con base 10 (LOD, Logarithm base
10 of ODds) (Rish, 1992). Los valores de LOD generalmente aceptados como apropiados van
de 2 a 3 unidades (Collard et al., 2005). Al ser una relacion logaritmica, los valores mayores a

3 indican que el ligamiento es 1,000 veces mayor que el no ligamiento (Rish, 1992)

Estudios de asociacion gendmica (GWAS).

Los estudios de asociacién a nivel de todo el genoma (GWAS) se utilizan para medir y analizar
las variaciones en las secuencias del ADN y asociarlas a un fenotipo. Actualmente se aplican
a la medicina humana, a la farmacologia, al mejoramiento de cultivos y en el andlisis de
procesos evolutivos (Bush y Moore, 2012; Soto-Cerda y Cloutier, 2012). El GWAS utiliza una
gran cantidad de SNPs que pueden ser obtenidos mediante técnicas de secuenciacion de
nueva generacion, como el GBS entre otras (Soto-Cerda y Cloutier, 2012; Varshney et al.,
2015).

Los GWAS son una serie de pruebas estadisticas para cada locus. Los SNPs son
tratados como eventos independientes y se correlacionan al fenotipo mediante regresiones
lineales, utilizando los modelos lineales generales (GLM, General Linear Model), que son un
analisis de varianza similar a la regresion lineal con predictores categoricos. Para aplicar este
modelo se necesitan tres supuestos, 1) el fenotipo tiene una distribucion normal, 2) la varianza
de cada grupo es la mismay 3) los grupos son independientes (Bush y Moore, 2012). Los GLM
realizan una correccion tomando en cuenta la estructura poblacional generada a partir de los
genotipos y consideran falsos positivos a los SNPs asociados por eventos de migracion,
ancestria y seleccion artificial. Ademas, existe el modelo lineal mixto (MLM, Mixed Lineal
Model), que realiza correcciones incorporando una matriz de relaciones parentales (kinship)
(Zhang et al., 2010; Soto-Cerda y Cloutier 2012; Hoffman, 2013).

Los GWAS detectan los genes candidatos y sus efectos fenotipicos,

independientemente de la complejidad genética e interacciones que regulan la variacion del
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rasgo de interés. Algunos rasgos pueden estar regulados por pocos genes, con grandes
efectos sobre el fenotipo o por muchos genes con pequefios efectos sobre el fenotipo (Korte y
Farlow, 2013). Debido a la complejidad de algunas caracteristicas, se han planteado diferentes
modelos de interacciones génicas para explicar los cambios fenotipicos. Los modelos mas
usados son el de dominancia y el aditivo. Cuando una variacion genotipica (SNP) modifica
directamente al fenotipo, se considera SNP funcional o causal, mientras que si es de forma

indirecta, el SNP se considera que se encuentra asociado al SNP causal (Bush y Moore, 2012).
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ANTECEDENTES

Nieto-Sotelo y colaboradores (2012; 2013) estudiaron la elongacién de mesocotilo y de otras
estructuras de la plantula (coleoptilo, primera hoja plumular, raiz primaria, raices seminales y
raices adventicias del nodo coleoptilar) de 284 hibridos DTMA (Drought Tolerant Maize for
Africa), que son lineas endogamicas desarrolladas por el CIMMYT provenientes de varios
programas de mejoramiento que incluyen gran parte de la variacion genética de las variedades
tropicales y subtropicales. Las DTMA son una coleccion de medio hermanos generada al
cruzar cada una de las lineas endogamicas DTMA con la linea endogamica tester CML312. La
cruza con este parental favorece el vigor hibrido, o que permite una fenotipificacion confiable
sin los efectos de la depresidn génica por la endogamia de los parentales. Esto no representa
un problema, ya que al tener todas las lineas un padre comun su variacion fenotipica se
atribuye a la contribuciéon genética del otro parental (Cairns et al., 2013). Nieto-Sotelo y
colaboradores (2012; 2013) realizaron ensayos de laboratorio en condiciones controladas en
una camara de crecimiento durante 6.5 dias de cultivo, a 28°C, en oscuridad y con iluminacién
durante lapsos breves usando luz verde de seguridad para regar a las plantulas cada 48 hrs.
Se tomaron estas precauciones para que las plantulas no inhibieran la elongacion del
mesocotilo que pudiese ser provocada por la luz blanca o la roja/roja lejana, ni por la falta de
agua. Los ensayos en la camara de germinacion desmostraron que los hibridos DTMA
presentan diferencias en la elongacion del mesocotilo, oscilando entre los 3y 11 cm de largo
en promedio para cada accesion.

Nieto Sotelo y colaboradores (2012; 2013) también evaluaron el rendimiento de grano
(T/ha) en campo de cuatro lineas DTMA, en parcelas sembradas a diferentes profundidades
(5, 16, 24 y 34 cm de profundidad) en condiciones de sequia. Concluyeron que la emergencia
de los hibridos DTMA en condiciones de siembra profunda es muy pobre. No obtante,
observaron que el rendimiento de grano de las plantas sembradas a 34 cm y sometidas a
sequia era similar al obtenido con plantas sembradas a 5 cm de profundidad bajo riego (cerca
de 10 T/ha); valor muy superior al obtenido bajo sequia en parcelas de siembras someras [5,
16 o0 24 cm] (Nieto-Sotelo et al., 2012; Nieto-Sotelo et al 2013).

En el presente trabajo se busca reconocer los loci asociados a la variacion de la
elongacion del mesocotilo de la coleccion DTMA, utilizando los datos fenotipicos obtenidos
mediante experimentos en la cAmara de germinacion por Nieto-sotelo y colaboradores (2012;

2013) y los datos genotipcos (SNPs) de la misma coleccion obtenidos por el CIMMYT (Gowda
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et al, 2015). Se realizé un GWAS y se compararon los loci asociados con los loci asociados a
la variacion de la elongacion del mesocotilo de la poblacion recombinante ABQTL-DTP-BCi1F2:3
llevando a cabo un andlisis de QTL de alta densidad de SNPs de esta poblacién obtenidos por
GBS.

HIPOTESIS

La arquitectura genética que regula la variacion de la elongacién del mesocotilo en la coleccion
de DTMA permitira identificar a los SNPs asociados a este rasgo mediante analisis de
asociacion a nivel de todo el genoma y parte de estos loci asociados se encuentran regulando
la variacién de la elongacién del mesocotilo de la poblacion recombinante ABQTL-DTP-
BCiF2s.

OBJETIVOS

Identificar los SNPs asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo en la coleccién
de maices DTMA y los QTL asociados a la variacién de la elongacién del mesocotilo en la
poblacion recombinante ABQTL-DTP-BC1F2:.

Los objetivos particulares:

a. Obtener los SNPs fuertemente asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo en la coleccion DTMA.

b. Inferir los genes candidatos asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo en la coleccion DTMA.

c. Calcular el efecto fenotipico de los alelos de los SNPs asociados a la variacion
de la elongacién del mesocaotilo en la colecciéon DTMA.

d. Obtener los QTL fuertemente asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo en la poblacion recombinante ABQTL-DTP-BCiFz:.

e. Evaluar posibles coincidencias entre los SNPs asociados a la variacion de la
elongacion del mesocaotilo en la coleccion DTMA identificados por GWAS vy los
loci asociados en la poblacion recombinante ABQTL-DTP-BCiF2:.
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METODOS

Ensayos para evaluar la respuesta de las plantulas a la siembra profunda.

Para realizar el GWAS se usaron como valores fenotipicos los promedios de elongacién del
mesocotilo de cada uno de los 272 hibridos de la coleccion DTMA, que fueron obtenidos
previamente por Nieto-Sotelo y colaboradores (2012; 2013). Para esto realizaron mediciones
de 10,837 plantulas de maiz (Anexo |). Para realizar el analisis de QTLs de alta densidad se
fenotipificd la poblacion ABQTL-DTP BCiF2s3 (referida como DTP en este estudio). La
poblacion DTP est4d formada por 173 accesiones que fueron donadas por el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) de EIl Batan, Estado de México. La
coleccion DTP ha sido caracterizada y estudiada previamente para determinar la resistencia a
virus (Trachsel et al., 2016). La poblacién DTP resulta de la cruza de los parentales CML491
(parental 1) y DTMA 227 (parental 2). Las lineas F1 se cruzaron con CML491 (retrocruza), para
generar la BCiFi. Esta progenie se autofertilizé para obtener la generacién BCiF2 y se
generaron 173 lineas, que fueron secuenciadas por GBS. Finalmente se cruzaron las lineas
BCiF2 con el tester CML503 de diferente grupo heterotico para generar la poblacion BCiFz:.
Con estos hibridos se realizo la fenotipificacion (Figura 2). Para esta poblacion se ha realizado
un mapa de ligamiento con 1,956.92 cM con un promedio de densidad de marcadores de 1.55
cM (Trachsel et al., 2016).

Los ensayos para determinar la longitud del mesocotilo de la coleccibn DTP se
realizaron por triplicado de acuerdo a un protocolo previamente establecido y validado (Nieto-
Sotelo et al., 2012|). Se usaron 15 semillas de maiz por bioensayo. Los 15 granos de maiz
fueron sumergidos en 20 ml de una disolucién de hipoclorito de sodio comercial al 5.1% (Los
Patitos ® Blanqueadora Mexicana S.A. de C.V.) durante 10 minutos. Posteriormente se
enjuagaron con agua corriente y fueron colocados sobre una capa de 20 cm de turba rubia
pura (peat moss) de las marcas Terracult® o Hawita® (HAWITA GRUPPE GmbH); éstas turbas
tiene un grado de descomposicién bajo y medio, no contienen cal ni fertilizantes afiadidos y
tienen un pH (H20) de 3.0- 4.0. No se recomienda usar otras marcas que comercializan la turba
rubia mezclada o adicionada con otros sustratos (ejemplo: la marca Sunshine®), ya que estos
componentes adicionales promueven un crecimiento mas robusto de toda la plantula y
enmascaran la heredabilidad del tamafio del mesocotilo en el ensayo de la siembra profunda
(Nieto-Sotelo et al., datos no publicados). La turba fue humedecida y homogeneizada con 750

ml de agua corriente dentro de tubos de PVC hidraulico de tres pulgadas de diametro y 40 cm
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de altura. No se recomienda usar tubos de PVC de grado sanitario que, aunque son mas
baratos, liberan sustancias toxicas (Kaley et al., 2016) que pueden afectar el crecimiento de

las plantulas.

Poblacion ABQTL-DTP BCF,;

DTz x G

50:50
}

|‘ | x | CML503
(genotipificacion)
25:75 l % Brze
lebrido BC1F2:3 ‘ X Autopolinizacion

I Grupo heterdtico A

(fenotipificacion) B Grupo heterético B

12.5:37.5:

Figura 2. Esquema que explica el proceso de generacion de la poblacion de maiz ABQTL-DTP-BCiF23
(DTP) a partir de sus lineas endogamicas parentales y de las cruzas llevadas a cabo (Trachsel et al.
2016).

Las semillas se cubrieron con una capa de 16 cm de vermiculita mediana de la marca
Agrolita® (Accimin, S.A. de C.V.) la cual fue regada con 500 ml de agua (Figura 3). Los ensayos
se realizaron en la oscuridad dentro de una camara de germinacion a una temperatura
constante de 28° C. Los tubos se regaron con 100 ml de agua corriente cada 48 horas,
tomando la precaucion de usar unicamente luz verde (como medida de seguridad) al entrar a
la camara de germinacion. La luz de seguridad usada fue una bombilla led de color verde de
5 Watts (lampara LD1018). Al cabo de 7 dias de incubacion, se extrajeron las plantulas del
sustrato y se evaluo la: longitud de la raiz primaria, longitud del tallo (mesocotilo + coleoptilo +
primera hoja plumular), longitud del mesocotilo, longitud del coleoptilo, longitud de la primera

hoja plumular y el nimero de raices asociadas al nodo coleoptilar (Figura 1).
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Figura 3. Representacion esquemética del sistema usado para evaluar la respuesta a la siembra
profunda en maiz mediante el uso de tubos de PVC.

Genotipificacion por secuenciacion (GBS).
La genotipificacion de las lineas DTMA y DTP fue realizada en el Instituto de Biotecnologia de
la Universidad de Cornell, NY, Estados Unidos, a solicitud del CIMMYT (Cairns et al., 2013).
Se tomaron muestras de hoja de 12 plantas de cada linea endogamica DTMA, se mezclaron
(Bulk) y se extrajo el DNA total de cada mezcla por el protocolo de CTAB (CIMMYT, 2005). La
secuenciacion se realiz6 mediante la técnica de genotipificacion por secuenciacion [GBS,
Genotyping By Sequencing) usando la enzima de restriccion ApeK1l que es sensible a
metilacién. Para el reconocimiento de las secuencias obtenidas se utilizaron adaptadores con
indices (codigos de barras) que se ligaron a cada fragmento generado y que identifican al ADN
de cada linea DTMA (Elshire et al., 2011). Las bibliotecas GBS se combinaron en 96-plex y
fueron sequenciadas con un aparato lllumina Hiseq2000 (Gowda et al., 2015; Trachsel et al.,
2016; Cao et al., 2017). El tratamiento de los datos obtenidos se realizo de acuerdo al pipeline
Tassel-GBS. Este protocolo solo acepta lecturas de mas de 64 pares de bases sin contar los
codigos de identificacién. Las secuencias se apilan en posiciones fisicas con relacion al
genoma de referencia de maiz B73_v2.7. Este protocolo, disefiado para funcionar con una
profundidad de secuenciacion baja (de 0.5-3x), es lo suficientemente flexible para aceptar
datos con cobertura alta 20x (Glaubitz et al., 2014). Estos datos genotipicos fueron facilitados
por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) de El Batan, Estado
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de México. El llamado de los SNPs rindié casi un millon de SNPs por linea endogamica, ya

fuese de la coleccion DTMA o de la poblacién recombinante DTP.

Estudios de Asociacion a Nivel de Todo el Genoma (GWAS) de la elongacion del mesocotilo

en la colecciodn de lineas de maiz DTMA.

Los datos fenotipicos para la elongacion del mesocotilo de las lineas DTMA fueron obtenidos
en un estudio previo (Nieto-Sotelo et al., 2012). Se utilizé como fenotipo al promedio de la

longitud del mesocotilo de cada hibrido DTMA.

A los datos crudos de la lista de SNPs de cada linea endogamica DTMA (955,690 SNPs
por linea) se les aplicé un filtro de frecuencia para el alelo menor (MAF, Minor Allele Frequency)
de 0.05, retirando los SNPs con alelos de frecuencia muy baja o que podrian atribuirse a
errores de secuenciacion (Deschamps et al., 2012). A los SNPs utilizados para el GWAS se
les aplicé un segundo filtro que retir6 los que presentaron un exceso de datos faltantes en las
accesiones, mediante el filtro de conteo minimo (MC, Minimum Count) que consideré
Unicamente a los SNPs presentes en por lo menos 150 lineas, quedando 335,931 SNPs por
cada una de las 272 lineas endogamicas, que representan el 35.15% de los SNPs obtenidos
por GBS. Para conocer si hay estructura genética se realizo el andlisis de componentes
principales de las DTMA utilizando el paquete GAPIT del lenaguage R (Lipka et al., 2012).

El analisis de asociacion genomica se realizé con la plataforma TASSEL 5. 2. 4 (Trait
Analysis by Association, Evolution and Likange) desarrollada por el laboratorio Maize Genetics
and Diversity del Dr. Edward Buckler de la Universidad de Cornell, en los Estados Unidos (Tian
et al., 2010). El GWAS se realiz6 por el método de modelos lineales mixtos (MLM, Mixed linear
model); esta prueba realiza correcciones tomando en cuenta la estructura poblacional y las
relaciones de parentesco, para lo cual se realizaron analisis de parentesco (kinship) (Bradbury
et al., 2007; Zhang et al., 2010) y de componentes principales (Cardon y Palmer 2003; Flint-
Garcia et al., 2003; Song et al., 2015).

Para facilitar el trabajo computacional, los genotipos fueron transformados a nimeros y
se realiz6 una imputacion numeérica, que evalud los cinco vecinos mas cercanos. Para esto se
consider6 la distancia euclidiana para incorporar los datos faltantes (Hron et al., 2010). El
analisis de componentes principales fue de tres componentes por el método scale-IBS, como
se muestra en el manual de usuarios de Tassel 5 Source

[https://bitbucket.org/tasseladmin/tassel-5-source/wiki/Home/] (Bradbury et al., 2007).
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Los resultados del GWAS se analizaron con un grafico probabilistico normal o QQ Plot
Normal, que compara la distribucion observada de los valores de p con una distribucion normal
0 esperada para obtener el valor de significancia de los SNPs candidatos (Schweder y Spjotvoll
1982; Ehret, 2010). Finalmente, se generé una grafica tipo Manhattan para observar los valores

p de los SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo.

Célculo de los efectos fenotipicos de los SNP asociados a la elongacion del mesocotilo en las
lineas de maiz DTMA.

Se calcularon los efectos fenotipicos de los SNPs asociados para cada uno de sus estados
alélicos. Para ésto, se resto el promedio de las 272 lineas de la coleccion DTMA (que fué de
7.06 cm) al promedio de la elongacion del mesocaotilo de las lineas que presentaron los estados
alélicos homaécigos mayores, homoécigos menores 0 heterdcigos de cada SNP asociado. Se
realizaron correlaciones de Pearson entre los efectos fenotipicos y el nUumero de accesiones
gue presentaron los estados alélicos homocigoto menor o heterocigoto, para observar si existia
una correlacion directa entre el nUmero de individuos y el efecto fenotipico calculado.

Los SNP asociados fueron localizados en los cromosomas del maiz usando la base de
datos del servidor MaizeGDB [https://www.maizegdb.org/] (Lawrence et al., 2004). Primero se
descargaron las secuencias alrededor de los SNP asociados consultando la versién
RefGen_v2 del genoma de B73, usado como referencia para la genotipificacion mediante GBS,
con ayuda del programa Artemis (Rutherford et al, 2000). Se extrajeron secuencias de 101
pares de bases, 50 pares de bases rio arriba y 50 pares de bases rio abajo, tomando como
punto central al SNP asociado (Anexo Il). Posteriormente, las secuencias se compararon con
la version RefGen_v3 del genoma de B73 (Schnable et al., 2009) en la base de datos del
MaizeGDB utilizando la herramienta Blast [Basic Local Alignment Search Tool] (Altschul et al.,
1990).

Otros analisis bioinforméticos realizados.

Los datos transcriptomicos de cada uno de los genes méas cercanos a los SNP asociados a la
elongacion del mesocotilo en las lineas DTMA se obtuvieron consultando el Atlas de expresion
de maiz (Sekhon et al., 2011). Para conocer la funcion de los genes candidatos se obtuvieron
los términos ontoldgicos, denominados Go terms, de la base de datos Phytozome [The plant

genomics resource; https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml] (Goodstein, 2012). Los Go
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terms se obtienen mediante un analisis de enriquecimiento que predice la funcion de una lista
de genes mediante alineamientos de las secuencias en arboles filogenéticos (Muruganujan et
al., 2013). Se encontraron las funciones moleculares de los genes asociados, los procesos
biolégicos en los que intervienen y su localizacién subcelular.

Para conocer si hay correspondencia genética entre las regiones asociadas a la
elongacion del mesocotilo encontradas en la coleccion DTMA, y los QTL descritos por Zhang
y colaboradores (2012), se comparo la posicion fisica de los QTL - que estan referidos como
Bins -, mapeados en el genoma de referencia B73 RefGen v2 [en el portal del MaizeGDB]

(Andorf et al., 2010) con la posicion fisica de los SNP candidatos.

Analisis de QTL de la variacién de la elongacion del mesocotilo en las lineas ABQTL-DTP
BC1F2:3.

Se realiz6 el andlisis de QTLs de la variacion de la elongacién del mesocotilo en la poblacion
recombinante DTP utilizando datos genotipicos y fenotipicos que fueron obtenidos por
métodos similares a los sefialados para las DTMA. La poblacion DTP corresponde a las
frecuencias genotipicas de una poblacién P1BCiF2con una contribucion genotipica del parental
1 de 0.625, del parental 2 de 0.125 y una heterocigosis maxima esperada de 0.25. A los datos
genotipicos se les retiraron los SNPs con heterocigosidad mayor a 0.25, por ser mayor a la
esperada (Meng et al., 2015). Se aplico el filtro de frecuencia para el alelo menor MAF de 0.05.
Los SNPs fueron asociados y codificados de acuerdo a las dos lineas parentales. Estos SNPs
fueron definidos como procedentes del parental 1, procedentes del parental 2, heterocigotos o
como datos faltantes (Collard et al., 2005; Meng et al., 2015).

Las secuencias codificadas fueron utilizadas para la formacion de mapas de ligamiento
de alta densidad, mediante el procedimiento de ventanas corredizas (sliding-window
approach). Con este método se busca reconocer los puntos de recombinacion utilizando
polimorfismos (Huang et al., 2009). Para tener datos de alta calidad se retiraron los SNPs que
tuvieran una heterocigocidad mayor al 25%, mas del 50% de datos faltantes, frecuencia del
alelo menor < 10% y frecuencia del alélica menor > 25%. Se retiraron las lineas que
presentaran una heterocigocidad mayor al 25% y mas del 45% de datos faltantes. Para retirar
los SNPs no ligados o aislados poco informativos, se realizaron comparaciones entre SNPs
con una ventana de 6 SNP vecinos, un umbral de similitud entre marcadores del 60% y un

umbral de similitud entre SNP vecinos del 80%. Una vez retirados los SNP no ligados, se
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formaron los bloques (bins). Para el claro reconocimiento de los eventos de recombinacion se
utilizé un umbral de similitud del 98% que por lo menos presentaran 3 SNPs por bloque, los
SNPs que no cumplieron con estas caracteristicas fueron retirados. Debido a que se detectd
una gran cantidad de datos faltantes en los bloques, se realizé una imputaciéon con los
siguientes parametros: en las regiones heterocigotas se imputaron las que presentaran menos
del 50% de bloques faltantes y en las regiones homocigotas las que presentaran menos del
75%. Con los bloques obtenidos se realiz6 el mapa de recombinacion y se usaron como
marcadores (genotipos) para realizar los analisis de QTL (Huang et al., 2009; Chen et al., 2014;
Liu et al., 2015;).

Los mapas de ligamiento se realizaron con el software QTL IciMapping (Meng et al.,
2015). La funcion de mapeo utilizada fue la de Haldane, la cual no considera la interferencia
entre los eventos de recombinacion (Collard et al., 2005). Debido a que se utilizaron SNPs
previamente asociados a una posicion fsica para formar los bloques, se mantuvo el orden y se
agruparon de acuerdo al cromosoma de origen. Para graficar los mapas fisicos se utilizo el
software Biomercator V4-2 (Sosnowski et al., 2012).

Utilizando la informacién de cada mapa de ligamiento y la longitud promedio de los
mesocotilos de las lineas DTP, se realizaron los analisis de QTL. El modelo utilizado fue Simple
Inclusive Interval Mapping (ICIM) que requiere de dos pasos: en el primero se identifican las
regiones significativas y en el segundo se realiza el mapeo por intervalos comparando los
fenotipos con las regiones anteriormente identificadas (Meng et al., 2015). Los bloques con
valores de asociacion mayores a 2 fueron considerados como loci fuertemente asociados.
Estos fueron comparados con los SNP asociados obtenidos por GWAS con la coleccion de
DTMA y con los QTL asociados a la resistencia a siembras a 10 y 20 cm de profundidad

encontrados por Zhang y colaboradores(Zhang et al., 2012).

RESULTADOS

Asociacion gendmica (GWAS) de la varianza en la elongacion del mesocotilo en lineas DTMA.
Los datos fenotipicos utilizados para realizar los estudios de asociacion genémica [GWAS]
fueron obtenidos por Nieto Sotelo y colaboradores (2012; 2013). El promedio de la longitud del
mesocotilo, de la coleccion de 272 hibridos DTMA, fue de 7.06 cm, con una desviacion
estandar de 1.46 cm. La prueba de Kolmogorov-Smirnov mostré que el promedio del largo de

mesocotilo para los hibridos DTMA se ajusta a una distribucién normal con un valor de P =
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0.1670 (Figura 4). El valor menor promedio de longitud dentro de la coleccion DTMA fue de
3.83 cm, en tanto que el maximo fue de 11.36 cm. Se realizé un analisis de ANOVA utilizando
los valores extremos y los medios de la coleccibn DTMA para observar las diferencias entre
estos grupos. Para ésto se eligieron los 10 hibridos DTMA con los valores promedio de longitud
de mesocotilo mas largos, los 10 hibridos DTMA con valores intermedios y los 10 hibridos
DTMA con valores mas cortos. Se encontré que estos tres grupos son significativamente

diferentes entre si, con un valor de p de <0.0001 (Figura 5).
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Figura 4. Distribucion de los valores promedio del tamafio del mesocaotilo de las 272 lineas DTMA y la
cantidad de lineas en cada categoria. Datos obtenidos con los ensayos de respuesta a la siembra
profunda en plantulas cultivadas en la oscuridad durante 7 dias a 28°C. Datos tomados y regraficados
de: (Nieto-Sotelo J. et al., 2012; 2013).
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Figura 5. Longitudes promedio y desviaciones estandar de los mesocotilos en los 10 hibridos DTMA
con los mesocotilos mas largos (verde), en los 10 hibridos con los mesocotilos intermedios (negro) y
en los 10 hibridos con los mesocotilos mas cortos (rojo). Se realizé ANOVA y un analisis post hoc de
Tukey. Los valores con letra diferente son estadisticamente diferentes.

La secuenciacion de la colecciéon de las lineas endogamicas DTMA mediante GBS rindi6

955,690 SNPs por linea endogamica DTMA, distribuidos en los diez cromosomas del maiz.
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Ademas, se incluyé el "cromosoma 0" que corresponde a las regiones no mapeadas en el
genoma de referencia B73_v2.7 en donde se alojaron 570 SNPs. Mediante la aplicacion de
filtros de calidad se retiraron los SNPs con frecuencias alélicas menores a 0.05 y con datos
faltantes mayores al 40%, por ser SNPs raros y poco informativos (Crossa et al., 2013). Se
mantuvieron los marcadores que estuvieran presentes en por lo menos 150 accesiones,
gquedando un total de 335,391 SNPs que representan el 35.15% del total de 955,690 SNPs
(Cuadro 1). Se utilizé un filtro poco exigente [150/272] que permitiera analizar la mayor cantidad
de SNPs y que retirara Unicamente los datos con baja calidad o con muchos datos faltantes
(Soto-Cerda y Cloutier, 2012).

En promedio, cada cromosoma mostrd 33,589 SNPs. El cromosoma 1 presentd la mayor
cantidad de SNPs (52,279), mientras que el cromosoma 10 presenté la menor cantidad (23,170
SNPs). En el "cromosoma 0" se ubicaron solo 37 SNPs de alta calidad (Cuadro 1). Los SNPs
mostraron una frecuencia maxima de heterocigosidad del 0.2, distribuyéndose el 90% de los
SNPs en el rango de heterocigosidad del 0 al 0.1. El rango de las frecuencias de los alelos

homécigos menores de los SNPs oscilé entre 0.05 y 0.5 (Figura 6).
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Figura 6. Analisis de los 955,690 SNPs identificados por GBS en la coleccion de 276 lineas
endogamicas de maiz DTMA. A) porcentaje de SNPs con diferente indice de heterocigocidad, B)
porcentaje de SNPs con diferentes frecuencias de los alelos menores, C) porcentaje de SNPs con
diferentes frecuencias de datos faltantes, D) porcentaje de accesiones con distintos niveles de
heterocigosidad y E) porcentaje de accesiones con diferentes frecuencias de datos faltantes.
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Cuadro 1. SNPs obtenidos mediante el método de genotipificacién por secuenciacion masiva (GBS)
de las lineas endogamicas DTMA vy su filtrado. Las primeras dos columnas del lado izquierdo sefialan
el numero total de SNPs por cromosoma; Filtro MAF 0.05) indica el numero de SNPs remanentes
después de aplicar el filtro de frecuencia minima del alelo menor 0.05; Filtro CM 150) indica el nimero
de SNPs remanentes después de aplicar a la columna de su costado izquierdo el filtro de conteo minimo
150. El mapeo por GBS se hizo tomando como referencia la version B73_V2 del genoma de maiz.

Cromosoma SNPs Filtro MAF 0.05 Filtro CM 150

0 570 76 37
1 148,752 57,212 52,279
2 115,173 46,325 41,802
3 108,224 42,451 38,588
4 94,726 34,216 31,132
5 110,328 43,664 39,821
6 76,475 29,729 27,123
7 80,517 31,218 28,373
8 81,431 31,199 28,332
9 72,368 27,919 25,274
10 67,126 25,815 23,170
Total 955,690 369,824 335,931
% 100 38.69 35.15

El andlisis de componentes principales (PCA ) mostré que la estructura poblacional en
la coleccion DTMA es amplia, como anteriormente se habia reportado para la misma coleccion
(Gowda et al., 2015). Para evaluar si la distribucion fenotipica de los valores promedio de los
mesocotilos de la coleccion DTMA respondia a la estructura poblacional, las accesiones fueron
categorizadas en tres grandes grupos: las de promedios de mesocotilo largos [8.86 a 11.36
cmj], las de promedios de mesocotilo medianos [6.35 cm a 8.85 cm] y las de promedios de
mesocotilo cortos [3.83 cm a 6.34 cm]. Salvo una pequefia rama del PCA, los tres
agrupamientos se distribuyeron dentro de todo el &mbito tridimensional del PCA (Figura 7),
siendo la excepcion fue el grupo de mesotilos cortos, ausentes en una rama de pocos

elementos.
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Figura 7. Analisis de estructura poblacional de la coleccion DTMA basado en componentes principales
(PC), se muestran los tres primeros componentes principales. Circulos rojos accesiones con promedio
de mesocotilos menores a 6.34 cm (mesocotilo corto), Triangulos grices accesiones con promedio de
mesocotilo mayor a 6.34 cm y menores a 8.85 cm (mesocotilo mediano), circulos verdes accesiones
con promedio de mesocotilo mayor a 8.85 cm (mesocaotilo largo).

La asociacion genodmica se realizé por el método de Modelos Lineales Mixtos (Zhang et
al., 2010) para evitar las asociaciones espurias causadas por la estructura poblacional
(Pritchard et al., 2000; Zhou et al., 2010; Gowda et al., 2015). Se realizé la correccion de
Bonferroni a una a = 0.05 dividida entre el nimero de pruebas (Holm, 1978) [0.05/(272 lineas*
335931 SNPs)] que dié como resultado un valor minimo de significancia de p = 2.01x10*? o0 —
log10 de p = 11.69. No se encontraron SNPs con valores de —log10 de p que cumplieran con
este requisito, por lo que no se tomé en cuenta la correccidon de Bonferroni para determinar los
valores de significancia, ya que es conocido que no siempre es la prueba adecuada para
identificar a los SNPs fuertemente asociados para explicar la variacion fenotipica (Perneger,
1998). Por otro lado se realiz6 el gréfico cuantil-cuantil (quantile-quantile plot, QQ plot) para
evaluar la normalidad de los resultados del GWAS. Esta prueba indico6 que los valores
esperados de p [-logl0p] muestran una tendencia lineal y que los valores de —log10 de p

observados son menores que los valores de asociacion esperados, desviandose de la
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normalidad a partir del valor p observado de 1.5 (Figura 8). A partir de este valor minimo se
encontraron 90 SNPs asociados (Figura 9).

Debido a la alta densidad genémica de los SNPs usados en el GWAS, en algunos casos
se encontraron varios SNPs fuertemente asociados alejados entre si a menos de 500 pares
de bases. Estos marcadores fueron tratados como haplotipos y se tomo en cuenta el SNP con
el mayor valor de -log10p. Se encontraron 63 SNPs fuertemente asociados. Los cromosomas
4, 5, y 7 presentaron valores p de asociacion mayor a 4 (Cuadro 2). El valor p maximo de
asociacion se encontré en el cromosoma 7, que fue de 4.43, en tanto que el valor minimo

necesario para incluir a los diez cromosomas fue de 3.47 y se encontré en el cromosoma 1

(Figura 11).
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Figura 8. Gréfica cuantil-cuantil (QQ) que muestra los valores esperados de p y los valores observados
de p para los SNPs usados en el GWAS. La linea azul indica el valor p minimo designado para aceptar
a los SNPs con los mayores niveles de asociacion a la variacion en la longitud del mesocotilo.
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Figura 9. Namero de SNPs y sus valores de asociacion p (-log10). La linea azul indica el valor de
menos log10 p 3.25, que fué el umbral minimo para considerar a los SNPs fuertemente asociados a la
variacion de la longitud del mesocotilo en la coleccién de maiz DTMA.
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Figura 10. Gréfica tipo Manhattan de la asociacion MLM para la elongacion del mesocotilo en la
coleccion de maiz DTMA. La linea azul sefiala el valor maximo asociado y la linea roja el valor minimo
aceptado.
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Cuadro 2. Cantidad de SNP asociados a la elongacion del mesocotilo que fueron deducidos mediante
GWAS en cada cromosoma con sus valores p (-log10p) de asociacion maximos y minimos.

Cromosoma NuUm.SNP p méax.

asociados
1 4 3.47
2 7 3.91
3 6 3.96
4 4 4.16
5 10 4.02
6 5 3.83
7 9 4.43
8 6 4,22
9 4 3.72
10 8 3.8
Total 63 4.43

Efectos fenotipicos.

Para estimar el efecto de las combinaciones alélicas en la variacién de la longitud del
mesocotilo, se realizd el analisis de efectos fenotipicos para cada uno de los 63 SNPs
asociados. No se consideraron haplotipos, ni los vecinos muy cercanos al SNP con mayor valor
p cuyos valores de asociacion fuesen mayores al umbral minimo de 3.25, ya que la técnica
GBS no identifica a todos los SNPs posibles del genoma del maiz, lo que obstaculiza identificar
cabalmente a los SNPs causales y a sus haplotipos (Korte y Farlow, 2013; Lin et al., 2014).

Se encontraron SNPs con efectos positivos y negativos, debido a que la asociacion
genOmica reconoce marcadores que explican la varianza en el fenotipo, lo que permite
diferenciar a los SNPs que estimulan de los que inhiben la elongacion del mesocotilo (Figura
12). Los alelos con mayores efectos fenotipicos fueron tanto los heterocigotos como los
homocigotos del alelo menor (Cuadro 3).

Un analisis de correlacion entre el efecto fenotipico y el nimero de accesiones
homdcigas menores mostrd que a mayor numero de accesiones hay un menor efecto
fenotipico (Figura Suplementaria 1). Por lo anterior, los SNPs asociados cuyo numero de
accesiones en esas condiciones fuese menor a 25 que, de acuerdo a nuestro analisis, era

indicativo de baja confiabilidad estadistica. Los valores p de asociaciéon y los efectos
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fenotipicos de los estados homdécigos menores no correlacionaron, 1o que indica que los
valores p altos no conllevan necesariamente a un efecto fenotipico elevado (Figura 12).

Se obtuvieron 51 SNPs asociados, cuyos efectos fenotipicos como homdcigos menores
fueron confiables, 27 presentaron efectos positivos en la elongacién del mesocotilo. Los SNPs
de efectos mayores fueron: S5 11923821, S4 226459824, S8 131049015, S7_160595701 y
S2 217651275, con efectos fenotipicos entre 0.96 y 0.7 centimetros mas altos que el promedio
de las DTMA.

Se encontraron 23 SNPs, cuyos efectos fenotipicos como homécigos menores fueron
confiables que provocaron efectos negativos sobre la elongacién del mesocotilo, siendo los de
mayor efecto S8 167282998, S7_5093341, S2_ 38552471, S10_4751416 y S5 1852022, con
valores entre -0.91 y -0.79 centimetros menores que el promedio de las DTMA. El SNP
S6_10617654 fue neutral para el estado alélico menor lo que indica que el estado heterocigoto
tiene el mayor efecto sobre el fenotipo; sin embargo, este solo estuvo presente en 12

accesiones (Cuadro 3).
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Figura 11. Valores de asociacion p y efectos fenotipicos correspondientes en la elongacion del
mesocotilo de la coleccion DTMA tanto para los alelos mayores como para los alelos menores. Se
presentan los datos de los 63 SNP asociados. EF Ma) efectos fenotipicos de los alelos mayores, EF
Me) efectos fenotipicos de los alelos menores.
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Cuadro 3 (inicio). Relacion de los 63 SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo en maices DTMA
mediante GWAS. Clave) Cromosoma y posicion fisica del SNPs asociado Cr) ubicacion cromosomal,
p) probabilidad [-log10] de asociacion; Ma) nimero de accesiones que presentaron el estado alélico
homocigoto mayor; EF Ma) efectos fenotipicos de los estados alélicos homaocigotos mayores; Me)
namero de accesiones que presentaron el estado alélico homocigoto menor, EF Me) efectos fenotipicos
de los estados alélicos homocigotos menores; He) nimero de accesiones que presentaron el estado
heterocigoto; EF He) efectos fenotipicos de los estados heterdcigos, en rojo se encuentran los SNPs
gue presentaron menos de 25 accesiones con el estado alélico menor.

Clave Cr p Ma EF Ma Me EF Me He EF He
S7 162027150 7 4.43 125 -0.21 55 0.67 7 -1.06
S8 166105182 8 4.22 192 0.18 47 -0.56 12 -1.05
S4 4737438 4 4.17 174 -0.14 20 1.04 8 1.62
S4 226459824 4 4.16 220 -0.12 37 0.85 8 -1.32
S7 63900887 7 4.09 229 -0.08 21 1.41 2 -0.41
S5 1852022 5 4.02 155 0.06 33 -0.79 2 0.98
S8 170878813 8 4.02 122 -0.4 92 0.54 21 -0.3
S3 19260465 3 3.96 128 -0.38 118 0.33 19 0.56
S7 99089950 7 3.95 196 -0.26 56 0.66 17 0.65
S2 198509433 2 3.91 134 0.27 60 -0.67 6 -0.86
S3 146363360 3 3.88 130 0.34 116 -0.51 22 0.55
S3 21368942 3 3.84 174 0.2 72 -0.61 20 0.3
S6_ 8146003 6 3.83 172 -0.24 69 0.53 21 -0.14
S2 217651275 2 3.82 188 -0.16 42 0.7 4 -1.7
S10 91959067 10 3.8 215 -0.14 34 0.46 4 2.67
S7 165369648 7 3.8 225 -0.04 14 0.7 0 0
S10 5458621 10 3.78 207 -0.08 33 -0.44 24 0.97
S5 11923821 5 3.75 124 -0.28 27 0.96 5 1.6
S9 15357629 9 3.72 152 0.21 63 -0.69 11 0.82
S7 64048287 7 3.72 221 -0.13 18 1.23 3 1.62
S10 98272538 10 3.7 232 -0.03 31 -0.2 6 2.34
S4 174903108 4 3.69 153 0.25 92 -0.48 18 0.68
S2 236282499 2 3.69 223 -0.12 21 1.41 7 0
S2 204476331 2 3.68 183 -0.13 45 0.24 10 -1.43
S8 131240915 8 3.64 124 -0.34 81 0.61 12 0.28
S8 131049015 8 3.63 172 -0.31 49 0.76 9 0.29
S5 193547933 5 3.61 196 -0.1 53 0.04 6 2.34
S5 183326603 5 3.59 114 -0.24 50 0.21 5 0.73
S10 127809396 10 3.57 242 -0.07 14 1.64 7 -1.15
S7 160595701 7 3.56 201 -0.16 26 0.76 5 2.34
S10 10586901 10 3.53 230 -0.09 12 0.05 5 2.86
S3 13726673 3 3.5 160 0.2 47 -0.68 7 0.37
S5 215289316 5 3.49 165 -0.22 84 0.38 21 0.1
S10 4751416 10 3.49 187 0.13 26 -0.79 7 -1.59
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Cuadro 3 (término).

Clave Cr p Ma EF Ma Me EF Me He EF He
S10_140743010 10 3.49 143 -0.08 77 -0.36 16 1.36
S6_106176548 6 3.48 153 -0.18 89 0 12 1.53
S1 14103918 1 3.47 181 -0.21 66 0.43 23 0.16
S9 139410281 9 3.45 189 -0.13 63 0.03 14 1.63
S6_71803064 6 3.45 194 0.11 11 -1.71 16 0.53
S8_167282998 8 3.44 180 0.16 40 -0.91 14 0.45
S1 216533939 1 3.43 156 -0.19 43 0.64 8 -0.91
S9_153271004 9 3.43 175 -0.26 45 0.48 13 0.99
S5_182909034 5 3.42 241 -0.1 17 0.88 4 2.4
S5_170164202 5 3.41 135 0.18 111 -0.42 24 0.83
S6_72860333 6 3.41 93 0.28 93 -0.37 9 1.01
S7_157194565 7 3.41 242 0.005 16 -0.55 6 2.35
S10_115518234 10 3.38 184 -0.08 28 0.21 4 2.89
S5 56428968 5 3.37 121 -0.38 82 0.4 14 0.48
S7_153568928 7 3.37 216 -0.12 48 0.37 3 1.59
S2_38552471 2 3.36 206 0.09 37 -0.86 8 0.95
S5_178037831 5 3.36 191 -0.12 54 0.13 14 1.33
S4_183699508 4 3.35 172 -0.11 86 0.28 10 -0.9
S5 8266072 5 3.34 193 -0.13 8 2.06 7 0.3
S3_158354184 3 3.33 198 -0.02 29 0.58 4 0.19
S3_146026612 3 3.32 188 0.22 64 -0.75 20 0.32
S8_2763004 8 3.31 170 -0.04 56 -0.14 20 1.09
S2_225857203 2 3.3 127 0.17 29 -0.07 10 -1.98
S6_139454544 6 3.3 126 0.36 118 -0.34 24 -0.35
S1 229707717 1 3.29 202 -0.2 51 0.57 16 0.82
S9_135860028 9 3.29 209 -0.03 38 -0.36 11 1.76
S7_5093341 7 3.27 205 0.13 42 -0.88 22 0.46
S2_44378881 2 3.25 200 0.06 43 -0.52 6 1.76
S1 12854004 1 3.25 239 -0.043 13 1.44 11 -0.62

Mapeo cromosomico de los SNPs asociados.

Los SNPs asociados fueron mapeados fisicamente en el genoma de referencia RefGen
B73_v3usando la base de datos del Maize GDB. De los 63 SNPs asociados, 44 se encontraron
dentro del marco de lectura abierto de un gen, ya sea en genes que codifican para una
proteina, en elementos transponibles y en genes de baja confianza. Los genes de baja
confianza tienen un alto nivel de similitud con los genes homologos pero presentan diferencias
significativas en la region codificante o en la longitud del gen y no hay evidencia de su
expresion (Schnable, 2010). Se encontraron 19 SNPs en zonas intergénicas. La mayoria de

36



los SNPs asociados se encontraron dentro de un marco de lectura, este resultado puede
atribuirse a que la secuenciacion por GBS utiliza enzimas de restriccién que son sensibles a
metilacion y por ende aumenta la probabilidad de secuenciar genes con marcos de lectura
abiertos.

Para el andlisis posterior de los SNPs intergénicos se consideraron a sus dos genes
vecinos mas cercanos [el primer gen rio arriba y el primero rio abajo]. Con este procedimiento

se incluyeron a otros 12 genes como asociados a la elongacién del mesocotilo.

En total se obtuvieron 82 genes candidatos (Cuadro 4). Dependiendo del caso, se anotd
la funcién del gen homologo mas cercano, ya sea de arroz (Oriza sativa) o, en su defecto,
Arabidopsis thaliana. Un total de 21 genes asociados codifican proteinas que no tienen funcion
conocida en maiz o cuyos modelos de gen son poco estudiados. Pese a esto, 61 genes
revelaron una funcién conocida o mostraron dominios conocidos que los ubican en familias de
proteinas de funcion conocida.

Las principales funciones de las proteinas codificadas por los genes asociados fueron
el transporte intracelular de lipidos, la regulacion de la transcripcion, la transduccion de
sefales, el desarrollo vegetal, la edicibn de ARN, la unién a calmodulina, la inhibicién de
proteasas, el transporte de amonio, el transporte de metales pesados, la respuesta a las

auxinas, la ubiquitinacion, asi como actividades enzimaticas como lipasas o fosfatasas.

Cuadro 4 (inicio). Listado de los genes candidatos y las funciones conocidas, deducidas de acuerdo
a su pertenencia a alguna familia de proteinas (PFAM). Clave) Ubicacion cromosomal y posicion del
SNP en nimero de bases, Pos) posicion relativa del SNP, ya sea Intergénico (inter) o dentro del marco
de lectura de un gen o modelo de gen (Marc), -log10p) valor de p en escala log10, Gen) modelo genético
y PFAM) funcién conocida para la familia de las proteinas.

Clave Pos -log10p Gen Pfam

S7 162027150 Inter 4.43 AC192356.3 FGO05 Gen de baja confianza
GRMZM2G549820 Gen de baja confianza

S8 166105182  Marc 4.22 GRMZM2G335218  Transportador de amonio

S4 4737438 Marc 417 GRMZM5G845021  Adenilato cinasa

S4 226459824  Marc 4.16 GRMZM2G174673 Dominio asociado a metales pesados

S7_63900887 Inter 4.09 GRMZM2G060644 Elemento transponible
GRMZM2G071808 Transposasa 24

S5_1852022 Marc 4.02 GRMZM2G138421 Proteina parecida a las que se une al

promotor de Squamosa

S8 170878813  Marc 4.02 GRMZM2G069106  Dedos de Zinc con dominio Ran

S3_19260465 Marc 3.96 GRMZM2G044697  Peptidasa M50

S7_99089950 Marc 3.95 GRMZM2G002465 Oryza sativa: proteina expresada
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Cuadro 4 (continuacion).

Clave Pos -log10p Gen Pfam
S2 198509433 Inter 3.91 GRMzZM2G037873 Elemento transponible
GRMZM2G037875 MOSC: Sulfurasa cofactor de molibdeno
S3 146363360 Inter 3.88 GRMZM5G839699 Gen de baja confianza
GRMZM5G813403  Arabidopsis thaliana: Superfamilia de las
cupredoxinas
S3_21368942 Marc 3.84 GRMZM2G126749 Proteina parecida a las que se unen a la
calmodulina
S6_8146003 Marc 3.83 GRMZM2G136700 Oryza sativa: proteina expresada
S2_217651275  Marc 3.82 GRMZM2G097277  Alfa-L-arabinofuranosidasa dominio C-
terminal
S7_165369648  Inter 3.8 GRMZM2G111224 Factor Von Willebrand tipo A
GRMZM2G549006 Elemento transponible
S10 91959067  Marc 3.8 GRMZM2G158141 Oryza sativa: dedos de zinc tipo Cz2H2
S10 5458621 Marc 3.78 GRMZM2G044423 Oryza sativa: proteina expresada
S5_11923821 Inter 3.75 GRMZM2G57747 Gen de baja confianza
GRMZM2G157166 Oryza sativa: proteina de union al oxisterol
supuestamente expresada
S7_64048287 Inter 3.72 GRMZM2G072000  Gen de baja confianza
AC198118.4_FGO001 Gen de baja confianza
S9 15357629 Marc 3.72 GRMZM2G328154  Gen de baja confianza
S10_ 98272538  Marc 3.7 GRMZM2G093022 Citidina y desoxcitidilato deaminasa, region
de unién a zinc
S2 236282499 Marc 3.69 GRMZM2G402239  Dufl719
S4 174903108  Marc 3.69 GRMZM2G039263 HSP60, proteina de choque de calor
S2 204476331  Marc 3.68 GRMZM2G163233 Hélice-vuelta-hélice; V-Atpasa, sub-unidad H
S8 131240915 Inter 3.64 GRMZM2G001648 Codifica para una proteina desconocida
GRMZM2G054584  Gen de baja confianza
S8 131049015 Inter 3.63 GRMZM2G117007 Dedos de zinc tipo C-x8-C-x5-C-x3-H
GRMZM2G119527 Ferroportina 1
S5_193547933  Marc 3.61 GRMZM2G165530 MFS_1 proteinas facilitadoras principales
S5 183326603 Marc 3.59 GRMZM2G014750 Dominio La, motivo de unién al ARN,
reconocimiento de motivos de ARN
S10 127809396 Marc 3.57 GRMZM2G066162 Glicosido hidrolasa de la familia 9
S7_160595701 Inter 3.56 GRMZM2G058087  TIP49 C-terminal
GRMZM2G517577 Gen de baja confianza
S10_10586901 Marc 3.53 GRMZM2G026231 Proteina de endomembrana 70
S3 13726673 Inter 3.5 GRMZM2G048022 Oryza sativa: proteina expresada
GRMZM2G047815 GPI-GIcNAc complejo transferasa, PIG-H
componente
S5 215289316  Marc 3.49 GRMZM5G806449  Piridina disulfuro oxidoreductasa
S10 4751416 Inter 3.49 GRMZM2G031261 PSK, proteina precursora de fitosulfoquina
GRMZM2G031164 Elemento transponible
S10 140743010 Marc 3.49 AC208110.2_FG007 Oryza sativa: Bn15D1B proteina especifica
de la semilla
S6_106176548  Marc 3.48 GRMZM2G071638 DUF212, familia divergente PAP2
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Cuadro 4 (término).

Clave Pos -log10p Gen Pfam
S1 14103918 Marc 3.47 GRMZM5G850455  Tryp_alpha_amyl, proteina de transferencia
de lipidos en plantas
S6_71803064 Inter 3.45 GRMZM2G164779 Elemento transponible
GRMZM2G581506 Elemento transponible
S9 139410281 Inter 3.45 GRMZM2G165357 Epimerasa NADH dehidrogenasa
GRMZM2G057467  DUF 568
S8 167282998  Marc 3.44 GRMZM2G177324 Peptidasa_C48, Ulp1 familia de proteasas,
dominio catalitico C-terminal
S1 216533939  Inter 3.43 GRMZM2G124835  Gen de baja confianza
GRMZM2G497425 Gen de baja confianza
S9 153271004  Inter 3.43 GRMZM2G360025 Proteina de union a zeina
GRMZM2G178106  Glicosil hidrolasa 35
S5_182909034  Inter 3.42 GRMZM2G546415  Gen de baja confianza
GRMZM2G106680 Oryza sativa: proteina de union a calcio en
mitocondria
S5 170164202  Marc 3.41 GRMZM2G071484 Dominio caja U
S6_ 72860333 Marc 3.41 GRMZM2G152777 Lipasa_GDSL, acilhidrolasa
S7 157194565 Inter 3.41 GRMZM2G031323 Proteina de unién al ADN parecida a MYB
GRMZM2G036291 Elemento transponible
S10_115518234 Marc 3.38 GRMZM2G179005  Histona H2A, H2B, H3 y H4
S5_56428968 Marc 3.37 GRMZM2G099191  ATPasa transportadora de Cadmio/Zinc
S7 153568928 Marc 3.37 GRMZM2G150791  Arabidopsis thaliana: repeticiéon de ankirina
S2_38552471 Marc 3.36 GRMZM2G165844 Unién a AMP, NADH dehidrogenasa,
catalasa
S5 178037831  Marc 3.36 GRMZM2G095782  tRNA sintasa de pseudoridina
S4 183699508 Marc 3.35 GRMZM2G088847  MIF, factor de inhibicién de migracion de
macréfagos
S5_8266072 Inter 3.34 GRMZM2G548459  Gen de baja confianza
GRMZM2G010801  Arabidopsis thaliana: metiltransferasa
S3_146026612 Marc 3.32 GRMZM2G047457 Proteina transportadora de la mitocondria
S8 2763004 Marc 3.31 GRMZM2G312419 MYb 60 factor de transcripcion
S2 225857203  Marc 3.3 GRMZM2G433731 Oryza sativa: Repeticién rica en leucinas
S6 139454544  Marc 3.3 GRMZM2G423863 Coadifica para una proteina desconocida
S3.158354184  Marc 3.33 GRMZM2G139617  Dominio DEK C-terminal
S1 229707717  Marc 3.29 AC199893.4 FGO002 Caodifica para una proteina desconocida
S9 135860028  Marc 3.29 GRMZM2G500857  Gen de baja confianza
S7 5093341 Marc 3.27 GRMZM2G011800  Arabidopsis thaliana: miosina
S1 12854004 Marc 3.25 GRMZM2G136081 Parecida a PDDEXK de funcién desconocida
S2 44378881 Marc 3.25 GRMZM2G015844  Oryza sativa: receptor de esteroides

nucleares

Para conocer los niveles de los transcritos de los genes candidatos durante el desarrollo

del maiz, se consulto la base de datos MaizeGDB (Sekhon et al., 2011). Desafortunadamente,

en esta base de datos no se considerd al mesocotilo como una estructura independiente,
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siendo analizado como parte de la “plantula” y de la “hoja”. Los genes candidatos en general
tuvieron mayor expresion en la “hoja” y en la raiz (Sekhon et al., 2011). También, se
encontraron genes activos en la cariopside, las anteras, el coleoptilo y el embrion. En el Anexo
[Il se muestran las estructuras de la planta de maiz donde los transcritos de cada gen asociado
a la elongacioén del mesocotilo son mas abundantes.

Para realizar una interpretacion biol6gica de los genes candidatos, sus funciones se
relacionaron con GO terms. Se encontraron GO terms para 37 de los 82 genes asociados,

algunos de los genes candidatos mostraron mas de un GO term asociado (Cuadro 5).

Cuadro 5 (inicio). Relacion de los términos ontolégicos (Go terms) de las funciones bioquimicas

conocidas de los genes asociados a la elongacion del mesocotilo en lineas DTMA. Gen) modelo de

gen, GO terms) término de ontologia genética, y Funcidn) funcién molecular conocida.

Clave Gen GO. terms Funcién

S8 166105182 GRMZM2G335218 GO0:0008519 Transporte de amonio entre membranas celulares
G0:0015696
G0:0016020
G0:0072488

S4 4737438 GRMZM5G845021 GO:0000103 Catalisis de la reaccion ATP+adenilato cinasa= ADP
G0:0004020 + 3 -fosfoadenosina 5 fosfosulfato
G0:0005524

S4 226459824 GRMZM2G174673 GO:0030001 Transporte de iones metalicos fuera y dentro de las
G0:0046872  células

S5_1852022 GRMZM2G138421 GO:0003677  Unién a ADN
G0:0005515
G0:0005634

S8 170878813 GRMZM2G069106 GO:0008270 Interactia de forma no covalente con iones de zinc

S3 19260465 GRMZM2G044697 GO0:0004222 Protedlisis, cataliza la hidrélisis de los enlaces
GO0:0006508 peptidicos en cadenas de polipéptidos

S2 198509433 GRMZM2G037875 GO0:0003824 Interactia de forma no covalente con molibdeno y
G0:0030151 vitamina B6
G0:0030170

S3 21368942 GRMZM2G126749 GO:0005516 Proteina que interactua con calmodulina y esta
GO:0006950 involucrada en la respuesta a estres

S2_217651275 GRMZM2G097277 GO0:0046373 Catélisis de la hidrdlisis de alfa-L-arabinofurandsido
G0:0046556

S10_91959067 GRMZM2G158141 GO:0003950 Catélisis de la reaccion de: NAD+ADP-
G0:0046872 ribosiltransferasa

S10 98272538 GRMZM2G093022 GO0:0008270 Unién no covalente a iones de zinc

S4 174903108 GRMZM2G039263 GO0:0005524 Chaperona, ayuda a recuperar la actividad de
GO0:0006457 proteinas mal plegadas
G0:0042026
G0:0051082
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Cuadro 5 (continuacion).

Clave Gen GO. terms Funcién

S2 204476331 GRMZM2G163233 GO0:0000221  Transporte de protones en un gradiente
G0:0005488 electroquimico utilizando ATP, transporte de
G0:0015991  sustancias a través de la membrana mediante la
G0:0016820 catalisis de la hidrdlisis del acido anhidrido
G0:0046961

S8 131049015 GRMZM2G117007 GO:0046872 Interactia de forma no covalente con iones

metalicos

S8 131049015 GRMZM2G119527 GO:0005381 Transporte de iones de hierro a través de la
G0:0016021 membrana celular
G0:0034755

S5 193547933 GRMZM2G165530 GO:0005215 Transporte de sustancias (iones, macromoléculas y
G0:0016021 moléculas)
G0:0055085

S5_183326603 GRMZM2G014750 GO:0000166 Unidn a ARN, participa en su maduracion
G0:0003723
G0:0006396
G0:0030529

S10_127809396 GRMZM2G066162 GO:0003824 Catalisis de la hidrdlisis del enlace glucosidico
G0:0004553
G0:0005975

S7_160595701 GRMZM2G058087 GO0:0003678 Funcion de helicasa
G0:0005524
G0:0043141

S10 10586901 GRMZM2G026231 GO0:0016021 Componente de la membrana celular

S3_13726673 GRMZM2G047815 GO:0017176  Actividad de fosfatidil-inositol N-acetylglucosaminil-

transferasa

S5 215289316 GRMZM5G806449 GO0:0004362  Proteina involucrada en la catalisis de glutation y en
GO0:0006749 lareaccion de 6xido-reduccion de FADH
G0:0016491
G0:0050660
G0:0050661

S10_4751416 GRMZM2G031261 GO:0005576 Factor de crecimiento celular y proliferacién celular
G0:0008083
G0:0008283

S1 14103918 GRMZM5G850455 GO:0006869  Funcion de transporte de lipidos dentro y entre
G0:0008289 células

S9 139410281 GRMZM2G165357 GO0:0003854 Catalisis de la reaccion de sintesis de esteroides
G0:0006694
G0:0016616
G0:0055114
G0:0055114

S8 167282998 GRMZM2G177324 GO:0006508 Hidrolisis de proteinas
G0:0008234

S9 153271004 GRMZM2G178106 GO:0004553  Hidrdlisis del enlace glucosidico
G0:0005975

S5 182909034 GRMZM2G106680 GO:0005509 Unién a iones de calcio

S5 170164202 GRMZM2G071484 GO0:0004842  Catalisis de la tranferencia de ubiquitina de una
GO0:0005488 proteina a otra
G0:0016567

S6 72860333 GRMzZM2G152777 G0:0016788  Hidrdlisis de los enlaces éster

S7_157194565 GRMZM2G031323 GO:0003677  Unién a ADN

S10 115518234 GRMZM2G179005 GO:0000786 Formacion de heterodimeros
G0:0003677
G0:0046982
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Cuadro 5 (término).

Clave Gen GO. terms Funcién

S5 56428968 GRMZM2G099191 GO0:0008270 Transporte de iones metalicos fuera y dentro de las
GO:0030001 células

S2 38552471 GRMZM2G165844 GO:0006979 Respuesta a estrés oxidativo,

S5 178037831 GRMZM2G095782 G0:0001522  Sintesis de pseudoridina

S5 8266072 GRMZM2G010801 GO:0008168 Metilacion de ARN

S8 2763004 GRMZM2G312419 GO0:0003677 Uni6n a ADN

S3_158354184 GRMZM2G139617 GO:0003677  Union a ADN

Para evaluar si los genes asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo
prensentaban un patrén funcional, se formaron 10 grupos de acuerdo a su funcion general. La
funcion que tuvo mas representantes fue la catélisis enzimatica, seguida por el transporte de

iones metalicos y la hidrolisis de carbohidratos y proteinas (Figura 12),

6
n
@
c
> 41
o
=
2]
0- T é T \; T T -
> & =] X (s} o 2
.,:-’L\O Qc.o g\(‘@ ‘9 \\)\'b ‘}gm ‘;_2" .G(:" & \5_\'0
oy
& & & & & 7 & & & ¢
& 66\ ‘.“Q oo \0'6 LGRS & o
=l ] & N N
& & & F L e
g ~ & & o R & o o o
s b@ \b & o ] e =0 e &
(¥ N & < o < &
{\G {00 = 2 ~ Q’b -b‘" {{@.
&
r,Qo 0@ \é é\
N @
< o
A .‘}fo
N
*G
()
&

Figura 12. Categorias de términos ontologicos (Go terms) de las funciones generales de los
productos de los genes asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo. Se sefiala el

ndamero de genes asociados en cada categoria.
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Loci asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo mediante QTLs en la poblacion
ABQTL- DTP-BCiF2:.

El andlisis de ligamiento es una herramienta que nos permite conocer la segregacién de
caracteres y los alelos involucrados en la variacién fenotipica (QTL). Este método nos permite
evaluar si una variacion alélica se encuentra dentro de una poblacién, es heredada y si se
encuentra involucrada en la regulacién del mismo caracter. Ademas de ser una prueba
experimental, es un método sin sesgos, que permite comparar las regiones asociadas de los
resultados obtenidos por el GWAS en la coleccion de las DTMA.

Se evalugd el crecimiento de todas las estructuras de un numero total de 5,491 plantulas
(el mesocaotilo, la primera hoja plumular, la raiz primaria y el coleoptilo) en la poblacién DTP de
maiz, constituida por 173 accesiones. El promedio de la longitud del mesocotilo en la poblacion
fue de 10.49 cm. Este valor promedio es 3 centimetros mas largo que el promedio de la
coleccion DTMA. La accesion con el promedio maximo fue DTP148 con 14.18 cm. El promedio
minimo fue de 6.30 cm en la accesion DTP144 (Cuadro 6).

Las lineas DTP mostraron variacion en la longitud del mesocotilo entre y dentro de las
accesiones (Figura 13). Se realizaron analisis de correlacion de Pearson entre el mesocaotilo,
el coleoptilo, la raiz primaria, el tallo y la primera hoja plumular. Todas las correlaciones fueron
significativas (Figura 14). Las correlaciones que tuvieron el valor de r> mas alto fueron la

primera hoja plumular y el tallo; el tallo y el mesocotilo; la primera hoja plumular y el mesocaotilo.

Cuadro 6. Las diez lineas DTP con los mayores o0 menores valores promedio de longitud del
mesocotilo, Nombre) nombre de la accesion n) nimero de plantulas medidas, d.s.) desviacién estandar,
Mé&x) valor maximo de mesocotilo y Min) valor minimo de mesocotilo.

Nombre n Promedio (cm) d.s.(cm) Méax (cm) Min (cm)

DTP148 43 14.198 2.093 18.4 4.5
DTP162 31 13.894 2.372 17.2 4.7
DTP154 18 13.478 2.142 155 6.5
DTP167 36 13.342 1.958 16.4 8.4
DTP105 14 13.336 3.619 15.6 11
DTP14 20 7.23 2.529 11.8 3

DTP106 13 7.1 1.718 10.5 4.7
DTPOO 15 7.047 3.542 131 13
DTP26 21 6.857 2.248 10.5 1.8
DTP144 33 6.306 2.47 10.6 2.2
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Figura 14 (término). Correlaciones de Pearson entre pares de estructuras medidas para las lineas
DTP, A) tallo y mesocotilo, B) coleoptilo mesocotilo, C) primera hoja plumular y mesocotilo, D) raiz
primaria y mesocotilo, E) raiz primaria y coleoptilo, F) tallo y coleoptilo, G) primera hoja plumular y
coleoptilo, H) tallo y raiz primara, I) primera hoja plumular, J) primera hoja plumular y tallo, ****) P <
0.0001.

Antes de iniciar el andlisis de ligamiento de los SNPs asociados a la variacién de la
elongacion del mesocotilo, se retiraron los SNPs de la poblacion DTP que no cumplieran
criterios minimos de calidad. Estos parametros fueron determinados al realizar el analisis
general de las secuencias de las lineas DTP. Se eliminaron los SNP con frecuencia alélica
menor a 0.05, quedando 100,021 SNPs. Si bien el 70% de los SNPs presentd una proporcion
de heterocigosis menor al 0.2, el valor maximo de heterocigosis encontrado fue de 0.45
(Cuadro 7). Las frecuencias alélicas menores (MAF) se distribuyeron entre 0.2 y 0.35. Mas del
60% de los SNPs contenian datos faltantes. La heterocigocidad de las lineas presenté un
maximo de 0.25. Como algunas lineas presentaron mas del 90% de datos faltantes, fueron
retiradas de los siguientes analisis (Figura 15).

Para conocer si es posible observar la segregacion de los SNPs encontrados en las
DTMA asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo, se evalud la presencia y las
frecuencias alélicas de éstos en los datos genotipicos de la poblacion DTP. De los 63 SNP
asociados en la coleccion DTMA, s6lo 18 SNPs se detectaron como tales en la poblaciéon DTP
(Anexo V). Por lo tanto, éste analisis de ligamiento permitié evaluar solo una pequefia

proporcién de los SNP asociados a la variacion en la elongacion del mesocotilo.
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Figura 15. Caracteristicas de los SNP obtenidos por GBS y de las lineas DTP, a) porcentaje de SNPs
en heterocigosis, b) porcentaje de los SNPs como alelos de frecuencia minima, ¢) porcentaje de SNPs
y su proporcion de datos faltantes, d) porcentaje de lineas heterocigotas, €) porcentaje de lineas y su

proporcion de datos faltantes.

Cuadro 7. Filtros aplicados a los SNPs de las lineas DTP.

Parametros:

Numero inicial de SNPs
Numero inicial de lineas

Filtros aplicado alos SNPs:
Heterocigosis maxima permitida
Méximo de datos faltantes
Minimo de MAF

Méximo de MAF

Filtros aplicado a las lineas:
Heterocigosis maxima permitida

Maximo de datos faltantes

Resultados:
NUmero final de SNPs

NuUmero final de lineas

Valor
100,021

180

0.25
0.50
0.10
0.25

0.25
0.45

30,598

160
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En este andlisis, el cromosoma 5 tuvo el mayor numero de SNPs de alta calidad (4,659
SNPs), mientras que el cromosoma 9 mostré el menor numero de SNPs de alta calidad (sélo
703 SNPs). Mediante el procedimiento de ventanas deslizantes se generaron 2,229 bloques
(Cuadro 10). Con los bloques obtenidos se generé el mapa de recombinacién con base en la
contribucion genética de cada parental en la poblacion DTP para cada accesion (Figura 16).
Hay regiones donde solo se observa la contribuciéon de un solo parental. Hubo mayor
contribucion genética del parental 1 (CML 491) que del parental 2 (DTMA 227), como era lo
esperado para una poblacién BCiF2. El mapa de recombinacién se utiliz6 como genotipo para
la construccion del mapa de ligamiento (Figura 17), presentando una longitud total de
14,471.61 centimorgans (Cuadro 8).

Cuadro 8. Construccién de los bloques usados por cromosoma en los analisis de QTL para la poblacion
DTP y sus caracteristicas. SNPs) SNPs usados con frecuencias mayores a 0.05 del alelo menor para
formar bloques en cada cromosoma; Filtrado) nimero de SNPs que pasaron los filtros de calidad; SNPs
ligados) el numero de SNPs ligados Bloques) el nimero de bloques obtenidos; Longitud) la longitud
total de los bloques de cada cromosoma en centimorgans.

Cromosoma  SNPs Filtrado SNPs Bloques Longitud
ligados (cM)
1 14,961 4,391 4,375 333 2,069.02
2 11,944 3,246 3,244 246 1,869.63
3 13,512 2,966 2,892 197 1,866.19
4 9,436 3,938 3,931 278 1,742.25
5 11,711 4,659 4,656 355 1,699.3
6 7,449 1,412 1,409 108 589.88
7 8,672 3,237 3,211 229 1,589.82
8 8,590 3,012 2,977 193 1,530.06
9 7,291 703 701 55 342.65
10 6,455 3,034 3,033 236 1,172.81
Total 100,021 30,598 30,428 2,229 14,471.61
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Figura 16. Mapa de los eventos de recombinacién de la poblacién DTP. La linea parental 1 (CML491)
esta sefialada en azul y aporta el 0.625 de la variacion genética, la linea parental 2 (DTMA 227) esta
sefialada en rojo y aporta el 0.125 de la variacion genética, los sitios heterécigos sefialados en verde
aportan el 0.25 de la variacion genética. Los sitios faltantes se indican en gris.
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Figura 17. Mapas de ligamiento de los SNPs para los 10 cromosomas de maiz de la poblacién DTP.
Las lineas indican la posicion fisica de los bloques definida por los SNP. Como referencia del inicio se
utilizé 0 y como referencia del término del cromosoma se utilizé el numero total de pares de bases del
genoma de B73_v2.7. Las regiones en negro denotan la ubicacién de una gran concentracion de
bloques, ya que la escala y la alta concentracion de marcadores dificulta su observacion. Las posiciones
del mapa sefialan el punto central de cada bloque.

51



Con el mapa de ligamiento, se realizo el analisis de QTLs utilizando el modelo ICIM. Los
bloques que presentaron valores de LOD mayores a 2 se consideraron significativos para la
elongacion del mesocotilo (Figura 18).Se encontraron 29 QTLs asociados a la elongacién del
mesocotilo que fueron denominados DTPMES-c-n [donde c indica el nimero de cromosoma
donde se encontro el QTL y n el nimero de QTL de ese cromosoma]. El valor maximo de LOD
fue de 4.44 para el QTL DTPMES-2-7 (Cuadro 9). EI SNP S9 135860028 se encontré dentro
del QTL DTPMES-9-1 con un valor LOD de 2.02; éste SNP se encuentra dentro del marco de
lectura del gen GRMZM2G500857 que es un modelo de baja confianza. EI SNPs
S10 10586901 se ubicé dentro del QTL DTPMES-10-6 con un valor LOD de 2.17; esta
asociado al gen GRMZM2G026231 que codifica una proteina endomembranal de 70 kDa.

Figura 18. Distribucién de QTLs y sus valores de asociaciéon LOD para la elongacion del mesocotilo en
los 10 cromosomas de la poblacion de maices DTP. Se tomd como referencia el punto medio de las
regiones genéticas asociadas La linea roja marca el valor minimo aceptado como QTL.
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Cuadro 9. QTL asociados a la elongacién del mesocaotilo para la poblacion DTP. QTL) Nombre, nimero
de cromosoma donde se encuentra y nimero de QTL en ése cromosoma; cM) posicién en centimorgan
del QTL; Pos inicio) posicion fisica donde inicia el QTL; Pos término) posicion fisica donde termina el
QTL; LOD) valor de asociacion del QTL; PVE) variacion fenotipica explicada y GWAS) nombre los SNP
asociados a la elongacion del mesocotilo dentro del QTL. En negritas se resalta el valor mas alto de
asociacion.

QTL cM Pos inicio Pos término LOD PVE GWAS
DTPMES-1-1 1098 31765462 31848706.5 2.04 5.36
DTPMES-1-2 1323 38850990.5 39141100 242 6.48
DTPMES-1-3 1501 51169515 60149829 202 6.80
DTPMES-1-4 1560 96239938 115058996 3.13 9.65
DTPMES-1-5 1586 177627132 209306234 273 9.52
DTPMES-2-1 3681 33466342 36822734.5 201 541
DTPMES-2-2 4159 173947459 174339821 205 7.05
DTPMES-2-3 4256 184746288 185691731 244 6.36
DTPMES-2-4 4577 222814950 223975790 216 7.86
DTPMES-2-5 4654 226197906 228804456 213 7.24
DTPMES-2-6 4757 232367336 232381215 206 5.82
DTPMES-2-7 4795 232877129 233677685 445 12.07
DTPMES-5-1 9844 11591636 11594203.5 200 557
DTPMES-5-2 10572 385778155  39820777.5 239 6.11
DTPMES-5-3 12128 211204012 211301570 244  6.55
DTPMES-7-1 15152 161347567 161685546 237 8.33
DTPMES-7-2 15288 163790534 163935907 258 8.85
DTPMES-7-3 15412 170251445 170496483 210 7.59
DTPMES-8-1 16301 91861481.5 94710507.5 211 5.49
DTPMES-9-1 17793 135834877 136019935 202 531 S9 135860028
DTPMES-10-1 18183 5725138 5759594 202 542
DTPMES-10-2 18208 6249604.5 7585277 3.11 8.82
DTPMES-10-3 18254 8093592 9399945.5 295 7.63
DTPMES-10-4 18279 9532310.5 9594339.5 252 7.22
DTPMES-10-5 18287 9598121.5 10245519.5 221 5.90
DTPMES-10-6 18330 10474918 10621192.5 217 5.80 S10_ 10586901
DTPMES-10-7 18362 11315417.5 11602583.5 282 10.24
DTPMES-10-8 18404 13335108.5 14522410 269 7.88
DTPMES-10-9 18954 87132368 89420444 217 571

Los SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo en la coleccion DTMA que
coincidieron con los QTL reportados anteriormente por Zhang y colaboradores (2012) fueron:
S1 14103918, S1 14103918, S4_226459824, S6_139454544, S6_8146003, S6_71803064,
S6_72860333, S7_160595701y S7_162027150 (Cuadro 10). Ninguno de estos coincidié con
los QTL encontrados en la poblacion DTP (Figura 20).
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Cuadro 10. Coincidencias entre los QTLs para la elongacion del mesocotilo propuestos por Zhang et
al. (2012) y los SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo obtenidos por GWAS en lineas DTMA.
QTL) nombre del QTL identificado por Zhang y cols. (2012); Cr) cromosoma; In) posicion inicial del QTL
de Zhang y cols. (2012); Fin) posicion final del QTL de Zhang y cols. (2012); LOD) valor de asociacién
de los QTL de Zhang y cols. (2012); Nam) namero de SNPs definidos por GWAS en lineas DTMA
dentro de los QTLs; SNP) nombre de los SNPs y; p) valor de asociacion.

QTL Cr In Fin LOD SNP p
gMES10-1 1 14078343 27918358 3.92 S1_14103918 3.47
gMES20-1 1 14078343 27918358 4.75 S1_14103918 3.47
gMES20-4 4 199459775 231903992 4.06 S4_226459824 4.16
gMES10-6-2 6 109488480 151640124 5.28 S6_139454544 3.30
gMES20-6-1 6 1 89145137 7.92 S6_8146003 3.83

S6_71803064 3.45
S6_72860333 3.41
gMES20-7 7 160198093 163184932 3.77 S7_160595701 3.56
S7_162027150 4.43
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Figura 19. Mapa fisico de las regiones genéticas asociadas a la resistencia a la siembra a 10 y 20 cm
descritas por Zhang y colaboradores (2012) [rojo], regiones asociadas a la variaciéon de la elongacién
del mesocotilo en la poblacién DTP [verde] y SNPs asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo en la coleccion DTMA [azul].
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Cuadro 11. Coincidencias entre los SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo en la
coleccion DTMA que se encontraron en los QTLs de Zhang y cols. (2012), los QTLs de la
poblacion DTP mapeados en este trabajo y la funcién conocida de los genes asociados.

SNP obtenido p del QTL de QTL deducido Funcion del gen

por GWAS SNP Zhang y cols. conla asociado al SNP
poblacién DTP

S1 14103918 3.47 gqMES20-1 Tryp_alpha_amyl,

proteina de transferencia
de lipidos en plantas

S4 226459824 4.16 gqMES20-4 Dominio asociado a
metales pesados

S6_ 8146003 3.83 gqMES20-6-1 Oryza sativa: proteina
expresada

S6_72860333 3.41 gMES20-6-1 Lipasa_GDSL,
acilhidrolasa

S6_139454544 3.29 gMES10-6-2 Codifica para una
proteina desconocida

S7_160595701 3.56 gMES20-7 TIP49 C-terminal

S7 162027150 4.43 gqMES20-7 Gen de baja confianza

S9 135860028 3.29 DTPMES-9-1 Gen de baja confianza

S10 10586901 3.53 DTPMES-10-6 Proteina de

endomembrana 70

DISCUSION

Fenotipos y resultados de la asociacion genomica.

a) Patrones de elongacion del mesocatilo.

Los valores promedio maximos de las accesiones DTMA y DTP para la elongacion del
mesocotilo fueron de 11.35 cm y 14.19 cm respectivamente. En comparacion con las
variedades criollas o razas de maiz de la Mixteca alta de Oaxaca, de la Faja Volcanica Trans-
Mexicana o del SO de los Estados Unidos, estos mesocotilos serian considerados de cortos a
medianos, como veremos mas adelante (Collins, 1914; Vargas 1966; Embarcadero, 1971;
Martinez Nava et al., datos no publicados; Cruz Sanchez et al., datos no publicados).

A pesar de no contar con los mesocotilos mas largos de la especie Zea mays ssp. mays,
los analisis fenotipicos del material genético usado en este trabajo detectaron suficiente
diversidad fenotipica como para realizar de manera confiable GWAS y el mapeo de QTLs. El
aumento en la elongacion del mesocotilo de la poblacion DTP, respecto a lo observado en la
coleccion DTMA, podria atribuirse a la incorporacion de nuevos alelos y/o al vigor hibrido
generado al realizar las cruzas de la linea DTMA 227 con los testers CML491 y CML503 (Figura

1). Como no se realizaron ensayos de siembra profunda para estos testers, no se puede saber
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si el incremento en la elongacion del mesocotilo fue debido a la introgresion de alelos con
efectos fenotipicos positivos [que promueven los mesocotilos largos] o es un efecto de
interacciones alélicas debidas al vigor hibrido.

En otras variedades de maiz se han encontrado valores promedio de la elongacion del
mesocotilo que son mayores a los 20 cm (Collins, 1914; Vargas 1966; Embarcadero, 1971,
Martinez Nava et al.,, datos no publicados; Cruz Sanchez et al.,, datos no publicados).
Embarcadero (1971) encontré que, de entre 25 variedades mexicanas de maiz analizadas, la
raza cacahuacintle fue la de mayor valor promedio (32 cm) en la longitud del mesocotilo,
mientras que la raza olotillo mostré el menor valor promedio (6.1 cm). También encontr6é que
los maices de los valles altos presentaron mesocotilos mas largos que los provenientes de
valles bajos.

Los ancestros silvestres (teocintles) tienen una amplia gama en la longitud de sus
mesocotilos, variando en cada poblacién entre cortos y largos, lo cual sugiere que la elongacion
del mesocotilo es un caracter ancestral que esta bajo presion de seleccion (Cruz Sanchez et
al., datos no publicados). La baja elongacion del mesocotilo para la coleccion DTMA vy la
poblacién DTP podria deberse a que éstas provienen de variedades tropicales y subtropicales
(Cairns et al., 2013), variedades que histéricamente no han sido seleccionadas para tener
mesocotilos largos pues, de acuerdo a un estudio amplio de manejo agrondmico tradicional, la
siembra profunda se practica Unicamente en regiones de valles altos y correlaciona
fuertemente con los mesocotilos largos (Martinez Nava et al., datos no publicados; Nieto-
Sotelo et al., 2018). Por lo tanto, se puede suponer que, de manera individual, una linea dada
de la coleccion DTMA o de la poblacién DTP no retne en su genoma a todos los alelos o las
combinaciones genéticas necesarias para tener mesocotilos largos, debido a su segregacion
historica.

Como primera hipoétesis se puede suponer que la coleccion de DTMAs posee en su
conjunto los alelos necesarios para generar mesocotilos largos y que ninguna de las lineas los
tiene apilados. Una manera de someter a prueba experimental esta hipétesis es mediante
cruzas y seleccion de las lineas endogadmicas DTMA que permitan acumular alelos con efecto
positivo y disminuir alelos con efectos negativos. Si la hipotesis es correcta, las lineas
derivadas podrian aumentar la elongacion del mesocotilo en relacion a sus parentales y, ya
seleccionadas, podrian ser Utiles en esquemas de siembra profunda. En apoyo a ésta idea se
observaron las frecuencias alelicas de 18 de los 63 SNP asociados a la elongacion del
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mesocotilo en la poblacion biparental DTP (Anexo V). Cabe resaltar que las DTP tiene como
progenitor a una de las lineas endogamicas DTMA (DTMA 227). De igual forma, el andlisis de
efectos fenotipicos de las DTMA demostré claramente que ninguna reune todos los SNPs
asociados a la elongacién del mesocotilo (Figura Suplementaria 2).

b) SNPs en la coleccion DTMA y en la poblacion DTP.
La secuenciacion masiva del genoma mediante la técnica GBS ha probado ser util para
encontrar las variaciones genéticas de varias especies (Elshire et al., 2011). Esta técnica nos
permitié detectar casi un milldn de SNPs para cada accesion de la coleccion DTMA y de la
poblacion DTP. La diversidad genética en éstas dos poblaciones es muy amplia, lo que permite
usarlas para llevar a cabo analisis de asociacion (Gowda et al., 2015; Trachsel et al., 2016).
La principal diferencia entre las DTMA y las DTP fue la cantidad de marcadores de alta
calidad obtenidos para el analisis. Para la asociaciéon gendmica con las DTMA se utilizaron un
poco mas de 300,000 SNPs, mientras que para el mapeo de QTL con las DTP se usaron
30,428 SNPs, diez veces menos que en las DTMA, esto se debié a que la cantidad de SNPs
con frecuencias alélicas menores a 0.05 en las DTP fue de casi 900,000 (Cuadro 10). Esto
indica que en las DTP hay una gran cantidad de sitios con poca variacion genética, ocasionada
por una reduccion de su diversidad genética, ya que las DTP son una poblacion con solo dos
lineas parentales y con 2 generaciones de recombinacion, en comparaciéon con las DTMA, que
forman una coleccién de maices con diferentes origenes que han divergido entre si a lo largo
de cientos y quiza miles de generaciones (Cairns et al., 2013). También es posible que esta
gran cantidad de SNPs de baja frecuencia en las lineas DTP sean errores de secuenciacion.
La coleccién de las DTMA ha sido utilizada para encontrar a los genes asociados a la
resistencia a la enfermedad letal de la necrosis del maiz o MLND [The Maize Lethal Necrosis
Disease] que es ocasionada por dos virus: el de la mancha clorotica del maiz [Maize chlorotic
mottle] y el del mosaico de la cafia de azUcar [Sugarcane mosaic virus]. Este es un caracter
regulado por muchos genes con pequefos efectos fenotipicos (Gowda et al., 2015), lo que nos
indica que dentro de la coleccion han ocurrido suficientes eventos de recombinacion que
permiten identificar de manera detallada loci asociados a rasgos asociados a muchos genes
con pequefios efectos fenotipicos. En el estudio de la resistencia a MLND se emplearon
264,000 SNPs que presentaron menos del 5% de datos faltantes, aproximadamente 100,000

SNPs menos de los que se analizaron en ésta tesis. Esta diferencia entre estudios se debe a
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gue los filtros aplicados, fueron diferentes. Estos cambios se realizaron con la idea de mantener
el mayor numero posible de SNPs de alta calidad para alcanzar una mayor cobertura del
genoma. Durante el desarrollo del GWAS se observé que la longitud del mesocotilo no
correlaciona con la estructura poblacional de la coleccion DTMA, lo cual indica que ha habido
suficientes eventos de recombinacién como para romper el desequilibrio de ligamiento. Aln
asi, se aplic6 una correccion de estructura poblacional utilizando los tres primeros
componentes principales para disminuir al minimo posible la probabilidad de asociacion de
falsos positivos (Bradbury et al., 2007; Gowda et al., 2015).

Los resultados del GWAS (Cuadro 3) corroboraron estudios previos (Troyer 1997;
Zhang et al., 2012) en el sentido de que la elongacion del mesocotilo es un caracter regulado
por muchos genes con pequefios efectos fenotipicos y es heredable. Se encontraron seis
regiones cromosomicas donde los SNPs asociados al mesocotilo obtenidos por GWAS y los
QTLs de Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2012) coinciden (Figura 19 y Cuadro 11). Cabe
resaltar que los QTL encontrados por estos autores corresponden a regiones gendmicas
enormes y no se puede determinar todavia si estas coincidencias corresponden exactamente
a los mismos genes o alelos (Figura 19). En las DTMA la elongacion del mesocotilo resulta un
caracter fuertemente asociado a 82 genes candidatos (Cuadro 4). Esta cantidad de genes
asociados y la falta de estructura genética en la coleccion DTMA, nos indica que la elongacién
del mesocotilo es un caracter que ha tenido una historia evolutiva compleja.

Se ha propuesto que la evolucién del maiz es un proceso que involucra dos grandes
pasos, la domesticacion de los ancestros silvestres para generar las razas y el mejoramiento
de las razas que dio origen a las variedades mejoradas (Hufford et al, 2012). Estos eventos
evolutivos suponen una disminucion de diversidad genética a causa de procesos de seleccién
y cuellos de botella en cada paso.

Como se indicé anteriormente, la siembra profunda es una técnica agricola que
selecciona a las variedades de maiz que tienen la capacidad de emerger a altas profundidades
y se esperaria que los genes gue regulan esta caracteristica estén bajo una fuerte seleccion.
Sin embargo, esta no es una técnica aplicada por todos los agricultores y por tanto existe una
gran diversidad de tamafios de mesocotilos en las razas (Collins, 1914; Vargas 1966;
Embarcadero, 1971; Mufoz, 2002; Martinez Nava et al., datos no publicados; Cruz Sanchez

et al., datos no publicados; Nieto-Sotelo et al., 2018a).
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Para el caso de las variedades mejoradas, se ha observado que estas presentan
mesocotilos entre medianos y cortos, ya que la mayoria de las variedades mejoradas tienen
un origen tropical y subtropical que son maices de mesocaotilos cortos (Nieto Sotelo et al. 2013).
De seguir esta tendencia, se esperaria una disminucion de la diversidad genética en los genes
asociados a la elongaciéon del mesocotilo en la domesticacion y el mejoramiento. Para conocer
si los genes asociados a la elongacién del mesocotilo estan bajo estos procesos selectivos, se
compararon con los genes asociados a la domesticacién y al mejoramiento del maiz
propuestos por Hufford y colaboradores (2012), quienes compararon el nivel de variacion
genética entre tres grupos: silvestres, domesticados y mejorados. Utilizaron 72 muestras: 17
ancestros silvestres, 14 Zea mays ssp parviglumis, dos de Zea mays ssp. mexicana y uno de
Tripsacum dactyloides var. meridionalis, también incluyeron a 23 razas, como Bolita (de
Nochixtlan, Oaxaca), Havasupai (de Supai, Arizona) y Santo Domingo (de Santa Domingo
Pueblo, Nuevo México), que podrian tener mesocotilos largos, y 35 variedades mejoradas de
diferentes origenes, posiblemente de mesocotilos cortos. Ya que las variedades silvestres
pueden presentar mesocotilos cortos, medianos y largos, al igual que las razas nativas de maiz
(Cruz Sanchez et al, datos no publicados; Nieto-Sotelo et al., 2018a), al comparar los genotipos
de las variedades silvestres con las razas criollas, no se deberian encontrar diferencias
significativas, ya que la suma de toda la diversidad genética que hay entre los maices
domesticados podria encubrir estos cuellos de botella. Para poder encontrar estas
asociaciones, se necesitaria analizar el universo de los maices como subpoblaciones
separadas por el tamafio de sus mesocotilos [cortos, medianos o largos] (Figura 20).

La capacidad de detectar los cambios de diversidad genética de los genes asociados a
la elongacion del mesocotilo es limitada en el estudio de Hufford y colaboradores (Hufford et
al.,, 2012), porque en todos los niveles podrian estar incluidas variedades con mesocotilos
cortos, medianos y largos. Ademas, la elongacion del mesocotilo es un caracter multigénico
con pequefios efectos fenotipicos, que podria estar bajo interacciones génicas y cuyos alelos
podrian distribuirse de acuerdo al origen de las variedades de maiz disminuyendo
drasticamente la presion de seleccion para una sola region genética. Por otro lado Es posible
gue la baja cantidad (chip de 50,000 SNPs) de SNPs usados en el trabajo de Hufford y cols.
(2012) haya omitido una gran cantidad de SNPs asociados a la elongacion del mesocatilo.
Pese a esto, se encontrarondos genes coincidentes que han jugado un papel relevante durante

la evolucion del maiz.
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Figura 20. Esquema del proceso de evolucion de la elongacién del mesocaotilo, variacion fenotipica
sometida a la seleccién de siembra profunda y siembra somera en la domesticacion y mejoramiento.

Al comparar los genes asociados a la elongacion del mesocotilo con los genes
propuestos por Hufford se encontraron dos genes coincidentes, uno como candidato del
proceso de domesticacion y otro como candidato del mejoramiento. El gen GRMZM2G014750
se encontré asociado a la domesticacion y codifica a un factor de transcripcion de funcion
desconocida en maiz; la inactivacion de su ortélogo en A. thaliana hipertrofia al nucleo celular
generando un mal desarrollo embrionario (Fleurdépine et al., 2007). Por otra parte, el gen
GRMZM2G119527 esta asociado al mejoramiento y codifica a un transportador de iones de
hierro a través de la membrana celular (Andorf et al., 2016). Este gen podria estar involucrado

en la adaptacion del maiz a diferentes tipos de suelo, como se explicara mas adelante.
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La raza Palomero Toluquefio presenta mesocotilos largos y se cultiva tradicionalmente
en el eje neovolcanico de México, por lo cual podria tener los alelos que hemos asociado para
la variacion en la elongacion del mesocotilo (Cruz Sanchez et al., datos no publicados; Nieto-
Sotelo et al., 2018). Para localizar los alelos de los SNP asociados a la variacion de la
elongacion del mesocotilo en las DTMA (Anexo V), en el genoma del Palomero Toluquefio, se
interrogo la base de datos de maiz GDB con secuencias gendmicas de 101 bases compuestas
por el SNP de interés y las 50 bases en ambos flancos(https://www.maizegdb.org/; Andorf et
al., 2016; Vielle-Calzada et al., 2009).

De los 63 SNP asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo en la coleccién
DTMA, se encontraron 36 en el genoma del Palomero Toluguefio, de estos, ocho se
encontraron homicigotos para el alelo menor en la coleccion DTMA (Anexo V). Por otra parte,
27 SNPs asociados a la elongacion del mesocotilo no fueron localizados en el genoma del
Palomero Toluquefio, mientras que 28 SNPS coicidieron con alelos mayores. Otro dato que
aporta elementos importantes para apreciar mejor la relevancia de estas 8 coincidencias es el
dato de que los alelos de frecuencia menor de los 63 SNP asociados a la variacion de la
elongacion del mesocotilo en la coleccion DTMA estan ausentes en B73, el genoma de
referencia para definir los SNPs en las DTMA. Al respecto se debe destacar el hecho de que
B73 produce mesocotilos cortos con un promedio de 3.2 cm (Nieto-Sotelo et al. 2018b). Debido
al desconocimiento de el tamafio del mesocoitlo en respuesta a siembra profunda de la
accesion de Palomero Toluquefio empleada para ensamblar el genoma de esta raza, no es
posible evaluar la relevancia de los 8 alelos menores asociados a la elongacion del mesocotilo.
Un analisis reciente de otra accesion de Palomero Toluquerfio indicé que desarrolla mesotilos
medianos [12 cm] (Nieto-Sotelo et al., 2018b). Ser4d importante analizar con cuidado los
genomas de mas razas de maiz con fenotipos conocidos (resistencia o sensibilidad a la
siembra profunda; mesocotilos cortos o largos) para evaluar la correlacion entre estos rasgos
y la presencia de los alelos menores de los 63 SNPs asociados a la elongacién del mesocotilo.

Los SNPs asociados que presentaron el alelo menor fueron: S3_ 13726673, que se
encuentra en una region intergénica cercana al gen GRMZM2G048022 que no tiene funcién
conocida y el gen GRMZM2G047815, que codifica para el complejo de transferasa GPI-
GIcNAc. S3 158354184 asociado al gen GRMZM2G139617, que codifica para una proteina
con el dominio DEK C-terminal. S5_1852022 que se encuentra dentro del marco de lectura del
gen GRMZM2G138421 que codifica para una proteina que se une al promotor de Squamosa.
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S5 183326603, que se encuentra dentro del marco de lectura del gen GRMZM2G014750 que
codifica una proteina con el dominio La que se une a RNAs. S8 167282998, que se encuentra
dentro del marco de lectura del gen GRMZM2G177324 que codifica para una peptidasa.
S8 170878813, en el gen GRMZM2G069106 que codifica un factor de transcripcion.
S10 140743010, que se encuentra en el gen AC208110.2_FGO007 del cual no se conoce su
funcién en maiz, pero se ha descrito que codifica a una proteina especifica de la cariépside de
Oryza sativa (Anexo Ill). El SNPs S8 2763004, se encuentra dentro del marco de lectura del
gen GRMZM2G312419 que esta asociado a un factor de transcripcion tipo Myb 60; los genes
de esta familia estan involucrados en el desarrollo y en la respuesta a estrés de las plantas
(Ambawat et al., 2013).

Estos SNPs podrian estar directamente relacionados a las variedades con mesocotilos
largos y sus genes candidatos son buenas opciones para realizar estudios funcionales
profundos que nos permitan entender cdmo éstas variaciones genéticas repercuten en la

variacion de la elongacion del mesocotilo.

Genes asociados a metales pesados y su implicacién evolutiva.

El andlisis de asociacion gendmica indico que el SNP con el mayor valor de asociaciéon fue
S7 162027150, ubicado en una zona intergénica. Los genes mas proximos rio arriba y rio
abajo, son modelos de gen de funcién desconocida.

Entre las principales funciones (pfam y GO terms) reportadas para los 63 genes
asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo en las DTMA, se encontraron genes
relacionados con interacciones con metales como: el transporte de metales pesados
(GRMZM2G174673), la actividad de metaloendopeptidasa (GRMZM2G044697), la
cupredoxina (GRMZM5G813403), la union a iones de zinc (GRMZM2G093022), el transporte
de hierro a través de la membrana celular (GRMZM2G119527), la union a iones de calcio
(GRMzZM2G106680) y el transporte de cadmio-zinc (GRMZM2G099191).

Una de las posibles razones de encontrar esta relacién entre el largo del mesocotilo y
el transporte de metales, puede ser atribuida al tipo de suelo donde se realiza la siembra
profunda en México. Actualmente esta practica se lleva a cabo en la regién Mixteca alta de
Oaxaca y en la Faja Volcanica Trans-Mexicana (Martinez Nava et al., datos no publicados;
Cruz Sanchez et al, datos no publicados). Estos suelos son derivados de rocas y cenizas
volcanicas y pertenecen al orden de los andosoles y vertisoles. Son suelos ligeros, con alta
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capacidad de retencion de agua, nutrientes y fosforo (Aguilera, 1989) acumulan complejos
organometalicos como alofanos (aluminosilicatos) y ferrihidrita (Shoji et al. 1996; Takahashi y
Shoji et al., 2002). Las altas concentraciones de metales como el aluminio, cobre, zinc, hierro,
cadmio y magnesio, pueden ser toxicas para las plantas, pues afectan el desarrollo de la raiz
y dafian otros 6rganos debido a que generan especies reactivas de oxigeno. En los suelos con
mayor contenido de arcilla y en la temporada de sequia es mayor la concentracion y
disponibilidad de metales pesados (Hernandez et al., 2011). Para poder sobrevivir en este
ambiente, las plantas han evolucionado estrategias que reducen la toxicidad de los metales
pesados como: 1) mantener una baja concentracion de metales pesados en la parte aérea,
aumentado la concentracién en la raiz o acumuldndolo en zonas poco sensibles, 2)
aumentando la produccion de compuestos quelantes y transportadores de metales pesados, y
3) activando las defensas al estrés oxidativo (Rao et al., 2016). Por otro lado, el maiz es uno
de los cultivos con mayor resistencia a altas concentraciones de aluminio (Baran, 2013) y es
el cultivo mas afectado por deficiencia de aluminio (Alloway, 2008), por lo que es posible
cultivarlo en lugares con altas concentraciones de aluminio, como en los suelos de origen
volcanico.

También se ha postulado que la resistencia a los metales pesados es un caracter
relacionado a los procesos de domesticacion y mejoramiento del maiz (Vielle-Calzada et al.,
2009). Esta relacion fue encontrada al comparar el genoma del Palomero Toluquefio con el de
B73. En el mencionado estudio se utiliz6 como genoma de referencia al Palomero Toluquefio
gue, como se habia mencionado antes, es una de las variedades con mesocotilos mas largos.
La accesion de Palomero Toluquefio utilizada provino de San Lorenzo Teotuitlan, Edo. De
Méx., ubicado a una altura de 2,453 msn. Esta localidad pertenece a la Faja Volcanica Trans-
Mexicanay, por ende, éste Palomero Toluquefio crece en suelos con las caracteristicas antes
discutidas. Ocho alelos de frecuencia menor asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo en las DTMA se encontraron en el genoma del Palomero Toluquefio. Queda por
analizar esta accesion (de San Lorenzo Teotuitlan, Edo. de Méx.) mediante ensayos de
siembra profunda con la finalidad de saber cual es la longitud del mesocotilo.

También queda en deuda el estudio de la relacion que tiene la elongacion del mesocotilo
con la resistencia a ambientes ricos en metales pesados, aunque postulamos que es un
caracter secundario que correlaciona con el hecho de que las razas nativas de siembra

profunda se siembran en este tipo de suelos, que son diferentes de las de siembra somera.
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Se puede afnadir que la siembra profunda se realiza en campos no irrigados con poca
disponibilidad de agua. A pesar de que la planta aprovecha la humedad residual, esta podria
no ser Optima generando estrés hidrico en la planta, lo que a su vez provocaria el aumento de
la toxicidad tanto de los metales pesados como de las especies reactivas de oxigeno al
interaccionar entre si de manera sinérgica, lo que en cierto momento podria frenar el
crecimiento de la plantula y el mesocotilo (Saab et al., 1992; Zhang et al., 2007). Ademas,
debemos tomar en cuenta que los suelos donde se realiza esta practica tienen una alta
concentracion de metales que aumentan su disponibilidad en condiciones de sequia
(Hernandez et al., 2011), lo que implica que para tener mesocotilos largos las plantulas
necesitan tener mecanismos que les ayuden a soportar el estrés hidrico y la toxicidad de
algunos iones, de tal modo que no interrumpan su crecimiento. Apoyando la idea de la
resistencia al estrés tambien se encontraron los siguientes genes asociados con las siguientes
funciones: GRMZM2G126749 que codifica para una proteina que interactua con la
cadmodulina, el gen GRMZM2G039263 que codifica para una proteina HSP60 que tiene la
funcion de chaperona que ayuda al correcto plegamiento proteico y el gen GRMZM2G165844
gue tiene la funcidén de respuesta al estrés oxidativo. Las posibles interacciones génicas entre
los genes asociados al transporte de metales y los genes asociados a la resistencia al estrés
podrian ser puntos clave para la generacion de variedades adaptadas a la siembra profunda y
todo lo que conlleva esta practica, por ello es necesario conocer la variacion genética

responsable de esta resistencia en las variedades adaptadas a la siembra profunda.

Crecimiento celular.

El SNP S3 19260465 se encuentra en el marco de lectura del gen GRMZM2G044697 que
codifica para una familia de peptidasas, que pertenecen al clan M50 de metaloendopeptidasas,
gue tienen un ligando de zinc y estan involucradas en la protedlisis intramembranal e
intervienen en la regulacion de la expresion génica de la sintesis del colesterol (Barrett, 2013).
Un subgrupo de estas proteinas son las metaloproteinasas de la matriz celular también
conocidas como [MMPs], que estan involucradas en el remodelamiento de la matriz
extracelular (Marino y Funk, 2012). No se conoce la funcion de estas proteinas en maiz, pero
se encontro que Ptal-MMP en Pinus taeda tienen su mayor expresion durante la germinacién
de la semilla y durante la primera etapa del crecimiento de la plantula intervienendo en la

division y expansion celulares (Ratnaparkhe et al., 2009). Para el caso de Arabidopsis thaliana,
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se ha encontrado que los genes MMP tienen una expresion diferencial en los tejidos y en las
etapas de crecimiento incrementandose durante el desarrollo de la semilla y durante la
geminacion. (Marino y Funk, 2012).

El gen GRMZM2G044697 tiene una mayor expresion en la plantula, en las primeras
hojas plumulares y se expresa tanto en la semilla como en la raiz (Sekhon et al., 2011; Stelpflug
et al., 2015). Claramente esta proteina esté involucrada en las primeras etapas del desarrollo
de la plantula. Por otro lado, su asociacion con la variacion en la elongacion del mesocotilo
podria atribuirse a que esta proteina esta involucrada en el alargamiento de las células de la
plantula, mediante modificaciones en la matriz extracelular, probablemente asociados a
cambios en los niveles de expresion dando como resultado variacion en la elongacion del
mesocotilo. El gen GRMZM2G031261 codifica para una proteina PSK, proteina precursora de
la fitosulfoquina, la cual se sabe que promueve la proliferacién y el crecimiento celulares
(Sauter, 2015).

Genes involucrados en el transporte y metabolismo del nitrégeno.
El SNP S8 166105182 tiene un valor de asociacion de p de 4.22 y un efecto fenotipico para el
alelo menor de -0.56 cm y se encontr6 asociado al gen GRMZM2G335218, que tiene la funcidn
de transportar nitrégeno, principalmente amonio y urea, a través de la membrana celular. El
nitrdgeno es obtenido del suelo por la raiz y transportado a toda la plantula (Ludewig et al.,
2007); su mayor concentracion en el suelo se encuentra en la capa superficial (Benintende et
al., 2008) entre los 0 y 30 centimetros de profundidad (Cristobal et al., 2011). Esta funcion es
coherente con la posicion de la plantula por debajo de los 30 cm, cuando se realiza la siembra
profunda. En estas condiciones se esperaria una menor concentracion de nitrégeno al de un
ambiente somero, por lo que se necesitan variantes alélicas que contribuyan a una mejor
captacion de nitrogeno y mejoren la adaptacion a éste manejo agronomico. Aunado a esto,
este rasgo agrondmico podria usarse para mejorar la capacidad de las plantas de crecer en
suelos pobres en nitrdgeno independientemente de la profundidad de siembra. Siguiendo la
misma linea de pensamiento, los maices que no estan completamente adaptados a la siembra
profunda podrian aumentar su crecimiento y emergencia si se incrementara la concentracion
de nitrégeno en el suelo antes del ciclo agricola o cuando se realiza la siembra.

El SNP S2 198509433 se encontrd en una region intergénica; el gen mas cercano rio

abajo es un elemento transponible y el gen mas cercano rio arriba es un acarreador de
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molibdeno (GRMZM2G037875). EI molibdeno es uno de los micronutrientes con menor
concentracion en las plantas. Forma parte de la nitrato reductasa y la nitrogenasa y regula el
oxido nitrico intracelular (Giles et al. 2014). Esta involucrado en los ultimos pasos de la sintesis
de &cido abscisico [ABA] y de las auxinas [IAA] (Kaiser et al. 2005). El déficit de molibdeno
genera una baja asimilacion de nitrégeno, provocando un aumento de nitrato en los tejidos de
las plantas. En las DTMA se encontré que el alelo con frecuencia menor estd asociado a
mesocotilos mas cortos. Esto podria atribuirse a que este alelo disminuye la capacidad de
transporte de molibdeno en las plantulas, interfiriendo en la absorcion y aprovechamiento del
nitrogeno en los tejidos y reduciendo el crecimiento del mesocotilo. También se podria
hipotetizar que las lineas con este alelo tienden a producir menos auxinas y/o acido abscisico,
con el consecuente desbalance hormonal que podria influir en la elongacion del mesocotilo
(Saab et al., 1992).

Factores de transcripcion.

El SNP S5_1852022 tiene un valor de p de 4.02 y se encuentra en el marco de lectura del gen
GRMZM2G138421 también llamado ZmSPL18, que codifica para el factor de transcripcion
ZmSBP6 que se une al promotor de Squamosa (SBP). En maiz hay 31 de estos factores de
transcripcion y estan subdivididos en 6 grupos. ElI gen ZmSPL18 pertenece al quinto grupo,
estd compuesto por 11 exones y mide 2,886 pb; éste grupo, ademas de tener dos sitios de
union de zinc, como todos los miembros de esta familia, tiene tres o cuatro dominios de
anquirina [ANK o Ank-2] (Mao et al., 2016). Estos dominios se encuentran en proteinas
transmembranales que estdn asociados a la respuesta a la sequia y al estrés oxidativo
(Sharma y Pandey, 2016). Este gen tiene una alta expresion en todos los tejidos de la planta
durante todo su ciclo de vida (Sekhon et al., 2011) y su expresion varia en respuesta a
diferentes factores de estrés: la sequia reduce su expresion, mientras que el frio, la
hipersalinidad y el ABA aumentan su expresion (Mao et al., 2016). Aunque la funcién especifica
de este gen es aun desconocida, es claro que se trata de un gen esencial y que la planta al
encontrarse en condiciones de sequia limita su expresion, probablemente interrumpiendo el
desarrollo para poder hacer frente a este estrés. La relacion de este gen con la elongacion del
mesocotilo podria deberse a que la siembra profunda se lleva a cabo en condiciones limitadas
de agua lo que generaria una disminucién en su expresion, limitando la elongacién del

mesocotilo. Es probable que ciertos alelos no sean tan sensibles a la sequia y continten
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expresando este gen promoviendo la elongacion del mesocotilo. En las DTMA, el efecto
fenotipico del SNP S5 1852022 tiene un efecto del alelo menor negativo de -0.79 cm, este
alelo podria estar relacionado a que las DTMA tengan una hipersensibilidad a la sequia y

limiten la elongacion del mesocotilo en condiciones de siembra profunda.

Genes de la literatura que regulan la elongacion del mesocotilo.

Es interesante que, pese a que se contd con SNPs dentro de los marcos de lectura de los
genes ZmLA1l y EIm1, el GWAS mostro valores -loglo de p de asociacion menores al minimo
aceptado como fuertemente asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo, lo cual
indica que pueden estar involucrados pero no son los que mas contribuyen en esta variacion.
¢, Como explicar esta omision tan importante en el GWAS? Los fuertes efectos pleiotrdpicos de
las dos mutaciones conocidas en ZmLA1 podrian ayudar a entender este resultado, ya que
ademas de desarrollar mesocotilos sumamente largos en la oscuridad, presentan un tallo
postrado, debido a que su respuesta gravitrépica es mas lenta, y tienen problemas de floracion.
Aun no se conoce la funcién especifica de la proteina codificada por éste gen. Sin embargo,
se ha observado que la falta de este transcrito se relaciona fuertemente con el transporte de
las auxinas. Ademas, las mutaciones en ZmLA1 tienen fuertes efectos pleiotropicos, ya que
afectan la expresion de 931 genes (Dong et al., 2013). Los grandes efectos pleiotropicos de
las mutaciones en ZmLAL1 podrian explicar su nula seleccidon en respuesta a la siembra
profunda, pues reducen fuertemente el vigor y desarrollo de la planta.

En cuanto a los mutantes elm1, éstos presentan mesocotilos muy largos en condiciones
de luz, aunque en oscuridad su tamafo es similar al silvestre. Ademas tienen severas
deficiencias en la percepcion y en la respuesta a la luz roja y roja lejana (Sawers et al., 2002).
La posible razon de que no se encontrasen alelos fuertemente asociados de elml a la
elongacion del mesocotilo por GWAS en los DTMA, se podria deber a que la fenotipificacion
de los hibridos DTMA fue realizada en la oscuridad, lo cual encubre el fenotipo de los mutantes
elml. Sin embargo, al igual que ZmLA1l, las variaciones en este gen causan efectos

fuertemente pleiotrépicos que impiden su seleccion agronémica.

Comparacion entre el GWAS y el andlisis de QTL de Zhang y colaboradores.
Los SNPs asociados a la variacion de la elongacion del mesocotilo del presente trabajo fueron

comparados con los QTLs de resistencia a la siembra profunda reportados por Zhang y
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colaboradores. (2012). Para esto se consideraron las posiciones fisicas de los bins reportados
en la base de datos del MaizeGDB. Se tomaron en cuenta tanto los QTL asociados a siembras
a 10 cm como a 20 cm de profundidad. Esta comparacién no pudo ser muy fina, ya que los
QTLs de Zhang y cols. comprenden grandes segmentos del genoma que, en algunos casos,
ocupan mas de 100,000 pares de bases (Cuadro 12).

Se encontraron 8 SNPs con valores p = 3.25 dentro de 6 QTLs de Zhang y
colaboradores: gMES10-1, gMES20-1, gMES20-4, gMES10-6-2, gMES20-6-1 y qMES20-7. En
el caso de otros 6 QTLs: qMES10-3, qMES20-3, gMES10-6-1, gMES20-6-2, gMES10-10 y
gMES20-10 no se encontraron SNPs con valores de p = 3.25 (Cuadro 12). Tres SNPs
asociados a mesocotilo coincidieron en el QTL gMes20-6-1, mientras que otros dos SNPs
coincidieron con gMES20-7. Mediante esta comparacion se ratifico la importancia de 9 de los
63 SNPs propuestos; estos son: S7_162027150, que es un SNP intergénico que presento el
valor mas alto de p y esta flanqueado por dos genes de baja confianza; S1_14103918, que se
encuentra dentro de dos QTL y en el marco de lectua del gen GRMZM5G850455 con la funcién
de transportador de lipidos; S4 226459824, en el gen GRMZM2G174673 asociado al
transporte de metales pesados; S6_ 139454544, con el modelo GRMZM2G423863 de funcién
desconocida; S6 8146003, en el gen GRMZM2G136700 de funcion desconocida;
S6_ 71803064, que es elemento transponible; S6 139454544, en el gen GRMZM2G423863
sin caracterizar; S7_160595701, en el gen GRMZM2G058087 con la funcion de chaperona
involucrada en la regulacion del ADN. Las coincidencias observadas son en cierto modo
burdas debido al gran tamafio de las regiones génicas utilizadas para definir a los QTLs en el
trabajo de Zhang y colaboradores (2012). Ademas, debemos tomar en cuenta que
desconocemos las distancias genéticas de la poblacion utilizada por Zhang y colaboradores
(2012) y si comparten los alelos menores de los SNPs mencionados de la coleccion DTMA.

Aunado a lo anterior, el trabajo de Zhang y cols. no caracteriz6 de manera especifica
QTLs relacionados a mesocotilos largos sino a resistencia a siembras de 10 y 20 cm de
profundidad. Sabemos que este tipo de resistencia puede depender, ya sea de la elongacion
exagerada del mesocotilo o del crecimiento de la plumula bajo el suelo previa ruptura del
coleptilo (Martinez Nava, datos no publicados; Cruz Sanchez, datos no publicados; Collins,
1914).
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Asociacion genémica y analisis de QTL en la poblacion DTP.

Para conocer si las regiones asociadas a la variacion de la elongacion del mesocotilo
encontradas en la coleccién de lineas DTMA son las mismas para otras poblaciones, se
recurrio al andlisis de QTL usando una poblaciéon recombinante BC1F2:3 para poder evaluar la
correlacion entre la segregacion del caracter y la segregacion alélica. Se eligié el analisis de
QTL sobre la asociacion genémica, debido a que las poblaciones biparentales con pocas
cruzas han experimentado pocos eventos de recombinacién, no tienen una gran diversidad
genéticay, por el contrario, tienen una fuerte estructura genética, lo que genera falsos positivos
si se realiza GWAS (Li et al., 2015).

En éste trabajo se utilizaron miles de SNPs obtenidos por GBS, lo que aumento la
cantidad de marcadores por region muchos de ellos fuertemente ligados entre si, con estos
marcadores se pudieron inferir los genotipos parentales a través del protocolo de ventanas
deslizantes y la formacién de bloques (Xie et al., 2010). Esta técnica resulté ser muy efectiva
para reconstruir los eventos de recombinacién, generar mapas de recombinacién y obtener las
distancias genéticas entre los marcadores (Cuadro 8). Con los bloques se gener6é un mapa de
ligamiento con 2,229 bloques con un tamario total de 14,471 centimorgans. El mapa modelo
donde se han podido reconocer la mayor cantidad de eventos de recombinacion pertenece a
la poblacion IBM, en este se han encontrado 6,618 bloques de recombinacién con un tamafio
de 11,198 centimorgans (Liu et al., 2015). El mapa aqui propuesto tuvo un tercio de los bloques
de recombinacion encontrados en la poblacion IBM. Una explicacion de estas diferencias es
gue la poblacion IBM ha tenido mas cruzas y su tamafio poblacional es mayor, lo que implica
un mayor numero de eventos de recombinacion con lo que se obtienen mas bloques. Ademas,
la poblacion DTP se formo al realizar la cruza de la DTMA 227 con el tester CML491, una cruza
de la F1 con el tester CML491 y una autocruza que al finalizar nos deja con sélo el 25% de la
variacion genotipica proveniente de la DTMA 227 y el otro 75% del material genético
proveniente del tester CML491 (Figura 2 y 17). Esto disminuye la probabilidad de obtener
eventos de recombinacion de algunas regiones genéticas.

Con el mapa de ligamiento se realizd el analisis de QTL para la variacion en la
elongacion del mesocotilo. Se encontraron 30 QTLs para la elongaciéon del mesocotilo con
valores de asociacion LOD entre 2.002 y 4.45 (Cuadro 12). Estos valores son bajos en
comparacioén con los valores LOD reportados por Zhang y cols. (2012) que van de 3.77 a 14.21,
en su ensayo de 20 cm de profundidad, y entre 3.92 y 11.57, en su ensayo de 10 cm de
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profundidad. La diferencia de estos valores podria atribuirse a las diferencias en las lineas
parentales. En el trabajo de Zhang y cols. 2012) una de las lineas parentales era derivada del
maiz Hopi, que es una variedad que ha sido adaptada a la siembra profunda y presenta
mesocotilos sumamente largos (Collins, 1914). Por el contrario, las lineas parentales de las
DTP nunca fueron seleccionados para esta practica.

No obstante los bajos valores LOD de la poblacion DTP, se han podido identificar 42
QTLs que controlan el vigor de la plantula y la resistencia a la sequia (Trachsel et al. 2016) con
valores que oscilan entre 2.0 y 5.0. La complejidad de los caracteres estudiados en las
poblaciones DTP bastaria para explicar la obtencion de muchos QTL con efectos menores
sobre el fenotipo (Trachsel et al. 2016). Sin embargo, una hipétesis mas razonable seria
postular que esto se debe al material genético usado, es decir, contar con lineas progenitoras
con caracteres contrastantes y extremos podria ayudar a detectar QTL con mayores valores
LOD que expliquen mayores efectos fenotipicos. Este no fue el caso de la poblaciéon DTP para
el estudio de la elongacién del mesocotilo, pues la DTMA 227 y la CM L491, sus progenitoras,
no generaron lineas con mesocotilos muy largos al hibridarse con CML503.

Para evaluar si las regiones asociadas a la elongacion del mesocotilo son las mismas
para dos poblaciones, se compararon los resultados de los dos enfoques metodolégicos de
asociacion empleados. Este experimento es limitado, debido a que los datos obtenidos
mediante GWAS con las 272 lineas DTMA engloban, en conjunto, una mayor diversidad
genética que la de la poblacién DTP que proveniene de dos lineas parentales, cuya desventaja
radica en que solo se pueden evaluar los efectos de unos cuantos alelos y solo se pudieron
evaluar 18 SNPs fuertemente asociados (Anexo V).

Los SNPs y los QTL asociados a la elongacién del mesocotilo difirieron en la cantidad
de regiones asociadas. A partir de la coleccion DTMA se encontraron 63 SNPs asociados
mediante GWAS; de estos, 18 SNPs eran evaluables en el analisis de la poblacion DTP. Pese
a estas limitaciones, se pudo corroborar la importancia de un SNP, S9 135860028 que se
encuentra en el marco de lectura del gen GRMZM2G500857 que es un gen de baja confianza
y S10_ 10586901 que esta dentro del marco de lectura de un gen con la funcién de una proteina
componente de la membrana celular, desgraciadamente no se conoce mas acerca de estos
genes y no se puede interpretar de forma precisa como afectan a la variacion de la elongacion
del mesocotilo en la coleccion DTMA y DTP. La menor diversidad genética en la poblacion
DTP permite sugerir que se realicen mas andlisis de QTL con otras lineas parentales DTMA.
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Sin embargo, los costos econémicos y de tiempo de esta validacion podrian ser una clara
limitante. Al comparar los QTLs de elongacion de mesocotilo de las DTP con el trabajo de
Zhang y cols. (2012) no se encontraron regiones coincidentes.

El reconocimiento de los genes asociados fue un primer paso para explicar la variacion
en la elongacion del mesocotilo. Sin embargo, es necesario, aplicar otras técnicas para validar
la efectividad de la asociacidon y descartar falsos positivos.

Debido a que los SNPs con mayor valor de asociacion pueden no ser los causales de
la variacion fenotipica, serd muy importante resecuenciarlos en una cantidad considerable de
lineas DTMA, ya que la secuenciacion GBS sélo reconoce parte los SNPs del genoma de maiz.
En jitomate se encontr6 que el gen SIMYB12 esta asociado al color rosa de algunas
variedades. Para descubrir los SNPs causales se realizé una re-secuenciacion de este gen,
utilizando 20 accesiones de tomates rojos y 20 accesiones de tomates rosas, lo que permitio
reconocer una delecion de 603 pb para la mayoria de las accesiones y la introduccion de
codones de paro para las demas accesiones. Estos alelos disminuyeron la expresion del gen
SIMYB12 (Lin et al, 2014). Este es un ejemplo del poder predictivo de la asociacion gendémica,
pero requiri6 del uso de otras técnicas que pudieran validar y reconocer las variaciones

genéticas causales de los cambios fenotipicos.
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CONCLUSIONES

La variacion de la elongacion del mesocotilo en las DTMA y DTP es una caracteristica regulada
por muchos genes con pocos efectos fenotipicos. La estructura genética de la variacion de la
elongacion del mesocotilo nos permitio reconocer los loci (SNPs) asociados y proponer 82
genes candidatos que regulan este rasgo en la DTMA y en la poblacion DTP se encontraron
29 QTLs. Las principales funciones de los genes candidatos estuvieron involucradas con:
actividad catalitica, hidrolisis de proteinas y carbohidratos, transporte de iones metalicos,
transporte intracelular e interaccion con ADN. Al comparar las regiones asociadas a la
elongacion del mesocotilo entre las DTMA y las DTP, se lograron reconocer dos regiones
coincidentes, pero no hay suficiente informacion que nos permita conocer cual es la funcién de

los genes asociados.

PERSPECTIVAS

Este trabajo nos permiti6 reconocer loci asociados a la variacion de la elongacion del
mesocotilo pero aun es necesario determinar si hay relaciones de aditividad y/o epistasis de
los SNPs fuertemente asociados. Ademas, tendran que generar modelos que puedan predecir
las interacciones entre los genes asociados y permitan seleccionar aquellos alelos que al
apilarlos generen plantas resistentes a la siembra profunda con mesocotilos mas largos.Sera
igualmente importante utilizar los SNPs asociados a la elongacién del mesocotilo como
referencia para realizar la re-secuenciacion de los genes asociados e identificar los SNPs o
haplotipos causales de la variacion, mediante una nueva asociacion genomica y observar las
frecuencias alélicas de los SNPs asociados en poblaciones nativas de maiz, de siembra

somera y siembra profunda.
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Anexo | (incio). Promedios de la elongacion del mesococtilo de la coleccion DTMA; DTMA)
nombre de la accesion; Prom) promedio de la accesion; D.S) desviacion estandar y n) nUmero

de plantulas medidas por accesion.

DTMA Prom D.S. n DTMA Prom D.S: n DTMA Prom D.S n

DTMA 1 8.44 2.36 44 DTMA 103 8.07 1.52 45 DTMA 199 7.47 3.82 45
DTMA 2 460 2.44 41 DTMA 104 5.94 1.36 43 DTMA 200 8.14 1.92 45
DTMA 3 7.47 1.42 24 DTMA 105 10.45 2.23 45 DTMA 201 6.79 1.79 41
DTMA 5 7.01 2.29 44 DTMA 106 6.36 2.43 42 DTMA 202 5.97 2.53 42
DTMA 6 8.34 1.40 45 DTMA 107 10.16 2.67 44 DTMA 203 4.08 1.82 24
DTMA 7 6.66 1.70 44 DTMA 108 5.66 1.99 32 DTMA 204 5.85 1.87 46
DTMA 8 6.79 1.35 45 DTMA 109 7.89 1.50 43 DTMA 205 10.21 2.68 43
DTMA 9 7.55 1.63 45 DTMA 110 9.16 2.42 45 DTMA 206 9.24 2.09 20
DTMA 10 7.18 1.66 45 DTMA 111 5.65 2.09 44 DTMA 207 5.76 0.88 24
DTMA 11 7.55 1.36 44 DTMA 112 9.05 2.27 44 DTMA 208 8.20 2.99 42
DTMA 12 720 161 44 DTMA 113  10.20 2.61 43 DTMA 209 8.53 2.50 41
DTMA 13 7.22 1.51 45 DTMA 114 8.95 2.46 37 DTMA 210 6.35 2.47 45
DTMA 14 743 2.36 44 DTMA 115 9.86 1.52 24 DTMA 211 8.01 2.08 42
DTMA 15 6.86 2.00 43 DTMA 116 8.11 1.91 45 DTMA 212 6.30 2.46 42
DTMA 17 6.80 2.10 44 DTMA 117 8.76 1.43 23 DTMA 213 6.35 1.23 43
DTMA 18 7.08 1.73 44 DTMA 118 8.10 1.96 33 DTMA 214 6.38 1.33 34
DTMA 19 5.93 1.98 43 DTMA 119 9.02 2.66 43 DTMA 215 5.00 1.91 43
DTMA 20 9.17 3.36 41 DTMA 120 7.06 2.33 44 DTMA 216 7.61 1.13 24
DTMA 21 8.08 1.96 39 DTMA 121 8.07 1.93 44 DTMA 217 8.22 1.54 21
DTMA 22 6.61 1.72 44 DTMA 122 7.51 1.81 45 DTMA 218 9.39 1.74 45
DTMA 24 6.42 1.39 44 DTMA 123 9.62 2.70 37 DTMA 219 7.42 1.55 42
DTMA 25 5.35 1.12 45 DTMA 124 7.65 2.26 43 DTMA 220 4.74 2.25 44
DTMA 26 474 1.69 43 DTMA 125 7.67 1.94 42 DTMA 221 7.82 2.67 44
DTMA 27 9.84 212 23 DTMA 126 4.83 1.75 39 DTMA 222 4.84 2.22 34
DTMA 28 5.55 1.23 41 DTMA 127 7.44 1.85 44 DTMA 223 4.91 2.15 43
DTMA 29 8.27 2.63 45 DTMA 128 6.26 2.28 42 DTMA 224 9.74 2.39 45
DTMA 31 5.36 1.59 23 DTMA 129 6.11 2.46 41 DTMA 225 10.00 1.77 23
DTMA 32 5.52 1.37 21 DTMA 131 7.45 2.17 39 DTMA 226 7.31 2.58 36
DTMA 33 6.80 1.53 44 DTMA 132 5.19 2.67 40 DTMA 227 6.60 2.60 44
DTMA 34 6.72 1.38 39 DTMA 133 7.46 3.18 41 DTMA 228 11.36 2.23 45
DTMA 35 4.19 1.66 39 DTMA 134 8.06 2.37 43 DTMA 229 6.92 1.22 45
DTMA 36 7.16 1.72 45 DTMA 135 5.44 2.00 42 DTMA 230 5.59 1.48 42
DTMA 37 551 1.60 43 DTMA 136 7.31 2.13 44 DTMA 231 9.96 1.61 44
DTMA 38 724 212 44 DTMA 137 7.78 2.92 45 DTMA 232 9.19 1.66 44
DTMA 39 6.49 1.55 43 DTMA 138 8.95 2.99 40 DTMA 233 9.48 1.17 24
DTMA 40 7.12 2.03 45 DTMA 139 8.21 3.77 41 DTMA 234 6.57 2.57 45
DTMA 41 560 1.58 42 DTMA 140 7.44 3.28 41 DTMA 235 7.52 1.25 24
DTMA 42 524 1.30 42 DTMA 141 9.51 2.06 23 DTMA 236 6.88 1.38 42
DTMA 43 6.36 1.73 39 DTMA 142 6.61 2.26 45 DTMA 237 6.76 1.09 23
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Anexo | (continuacion)

DTMA Prom D.S. n DTMA Prom D.S: n DTMA Prom D.S n
DTMA 44 487 159 42 DTMA 143 8.75 2.90 44 DTMA 238 6.98 1.51 24
DTMA 45 8.03 2.09 24 DTMA 144 9.25 2.01 21 DTMA 239 8.45 1.23 19
DTMA 47 6.50 1.97 42 DTMA 145  10.07 1.90 23 DTMA 240 7.19 0.61 24
DTMA 48 829 162 45 DTMA 146 6.62 1.66 45 DTMA 241 7.93 2.05 45
DTMA 49 8.24 202 41 DTMA 147 6.67 1.45 39 DTMA 242 6.58 1.74 42
DTMA 50 6.58 2.32 36 DTMA 148 7.14 1.68 24 DTMA 243 5.95 1.39 23
DTMA 51 6.49 251 37 DTMA 149 6.00 1.74 43 DTMA 244 3.91 1.52 36
DTMA 52 7.40 153 44 DTMA 150 7.67 141 24 DTMA 245 4.60 2.51 41
DTMA 53 3.88 1.67 36 DTMA 151 5.99 3.26 40 DTMA 246 6.81 2.86 35
DTMA 54 6.45 1.28 22 DTMA 152 7.68 1.63 45 DTMA 247 7.24 2.46 38
DTMA 55 5.41  1.18 43 DTMA 153 5.26 2.28 44 DTMA 248 8.44 1.34 23
DTMA 56 751 1.39 43 DTMA 154 6.05 4.84 42 DTMA 249 5.21 2.28 33
DTMA 57 7.04 212 39 DTMA 155 6.85 4.61 44 DTMA 250 4.16 1.71 43
DTMA 58 6.70 2.00 34 DTMA 156 5.75 3.13 45 DTMA 251 8.29 2.47 24
DTMA 59 6.37 214 42 DTMA 157 7.37 2.34 45 DTMA 252 4.32 1.83 44
DTMA 60 5.84 2.19 38 DTMA 158 6.05 1.11 45 DTMA 253 5.55 1.62 45
DTMA 61 8.51 1.60 23 DTMA 159 8.43 2.39 39 DTMA 254 6.90 3.19 34
DTMA 62 9.45 2.16 24 DTMA 160 5.86 1.85 39 DTMA 255 6.47 2.31 40
DTMA 63 754 210 43 DTMA 161 7.17 2.29 37 DTMA 256 9.35 0.97 21
DTMA 64 428 1.26 41 DTMA 162 7.75 2.40 45 DTMA 257 9.23 1.39 20
DTMA 65 753 194 44 DTMA 163 6.23 2.72 44 DTMA 258 6.61 3.26 37
DTMA 66 5.60 1.61 42 DTMA 164 8.93 1.58 21 DTMA 259 6.99 1.71 45
DTMA 67 594 132 35 DTMA 165 7.12 1.24 23 DTMA 260 7.58 3.27 45
DTMA 68 7.03 151 39 DTMA 166 8.20 1.82 23 DTMA 261 9.03 2.05 23
DTMA 69 6.53 1.18 45 DTMA 167 5.94 3.05 38 DTMA 262 5.70 2.20 32
DTMA 70 6.64 131 45 DTMA 168 4.83 1.20 44 DTMA 263 8.65 1.65 23
DTMA 71 710 1.72 44 DTMA 169 5.45 1.22 44 DTMA 264 5.71 2.68 42
DTMA 72 6.89 154 44 DTMA 170 7.89 2.21 40 DTMA 265 6.95 3.11 41
DTMA 73 9.17 2.01 23 DTMA 171 6.03 1.33 44 DTMA 266 5.78 1.80 44
DTMA 74 6.61 1.42 42 DTMA 172 6.78 2.58 37 DTMA 267 8.56 1.39 24
DTMA 75 711 2.00 22 DTMA 173 6.20 1.73 41 DTMA 268 5.57 2.20 43
DTMA 77 5,55 1.82 40 DTMA 174 6.92 1.72 17 DTMA 269 3.83 2.43 37
DTMA 78 586 2.12 42 DTMA 175 7.21 2.03 39 DTMA 270 6.35 1.46 30
DTMA 79 6.91 1.67 13 DTMA 176 6.81 1.18 24 DTMA 271 9.90 1.47 22
DTMA 80 6.93 1.77 43 DTMA 177 5.73 2.58 41 DTMA 275 9.57 1.24 20
DTMA 81 550 1.98 41 DTMA 178 5.02 1.21 44 DTMA 276 5.43 2.32 41
DTMA 82 743 1.85 43 DTMA 179 9.97 3.15 43 DTMA 280 8.16 2.33 42
DTMA 83 9.43 1.77 44 DTMA 180 9.66 2.75 42 DTMA 281 7.35 2.34 44
DTMA 84 760 1.00 44 DTMA 181 6.58 1.94 45 DTMA 282 4.99 1.92 39
DTMA 85 7.12 168 45 DTMA 182 7.55 1.27 22 DTMA 283 8.61 1.05 23
DTMA 86 520 143 43 DTMA 183 4.28 1.13 41 DTMA 284 7.30 2.04 45
DTMA 87 6.19 1.73 42 DTMA 184 4.98 1.31 39 DTMA 285 9.18 2.27 21
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Anexo | (término)

DTMA Prom D.S. n DTMA Prom D.S: n DTMA Prom D.S n
DTMA 88 8.00 1.27 34 DTMA 185 7.08 3.35 42 DTMA 286 5.46 2.60 42
DTMA 89 437 150 43 DTMA 186 5.44 2.18 41 DTMA 287 5.42 2.29 42
DTMA 90 6.07 0.96 24 DTMA 187 5.78 2.65 40 DTMA 289 5.92 2.99 45
DTMA 91 824 211 44 DTMA 188 6.34 2.72 36 DTMA 291 5.09 2.42 40
DTMA 92 6.99 135 44 DTMA 189 8.33 4.14 45 DTMA 292 6.72 3.62 45
DTMA 93 751 2.09 44 DTMA 190 9.41 2.21 22 DTMA 293 6.58 2.40 44
DTMA 94 8.48 1.27 24 DTMA 191 6.30 1.55 42 DTMA 294 7.16 3.60 44
DTMA 95 456 1.46 44 DTMA 192 5.09 2.65 42 DTMA 296 4.49 2.15 42
DTMA 96 6.45 153 40 DTMA 193 7.38 0.95 23 DTMA 297 7.51 2.20 45
DTMA 98 8.27 1.24 45 DTMA 194 7.57 0.97 24 DTMA 298 6.19 2.31 44
DTMA 99 6.62 1.65 45 DTMA 195 8.03 1.23 24 DTMA 299 4.24 1.36 45
DTMA 100 6.42 1.79 45 DTMA 196 5.85 2.90 45 DTMA 300 5.27 0.98 45
DTMA 101 8.99 1.19 24 DTMA 197 7.94 2.22 44

DTMA 102 6.65 1.83 42 DTMA 198 6.06 2.00 45

Anexo Il. Secuencias fasta alrededor de los 63 SNPs asociados (50 bases rio arriba, el SNP

asociado y 50 baes rio abajo) a la elongacién del mesocotilo obtenidas del genoma de

referencia (B73_v2.7).
>S7_162027150_B73V2.7_Chr7:162027100..162027200

TCCTCGATTGACCGCAGCCCTGCATGCAGGCGTTTCGATTCGTGGTGCTACCTAGACTCCAGAACCCTTCC
GAGAAGACCACTTCTCTTCCGCGCGTTCGC

>S8_166105182_B73V2.7_Chr8:166105132..166105232

ACGTTGTTTAAACCAAACCCCTGATCGCTTATTCCCAACAACAACACCTCCCTCCAGACCCAGACACCGCAA
ACCCTGTGGTCAGACGTTCTGCGTGACGC

>S4 4737438 _B73V2.7_Chr4:4737388.. 4737488

CGACGGTCGAGGTCACCAGCGCGCTGCTGCTGCTGCTGATCCCTGTCCCCAACTCTCAGAATTATCAATGT
TGAAATAAAAAAATATATATCTTTTTTTCT

>S4_226459824 B73V2.7_Chrd:226459774..226459874

TGCAATAATATCTGGCTTCCCAGGCAAGTGACTGTCCTGTGAGCGAGCCTACTCTGTGCTCAAGATTCAAGA
AGGAAGGCTAGCGGAAGGGTGCGAGTGTG

>S7_63900887_B73V2.7_Chr7: 63900837.. 63900937
GTACACGAAGGCGAGGTCGATGGCGAACGCGACACTACTATTGTCCTACTGCGACACCACGTGGGTGAGCGTAGTGAGT
CGAGCACGTGACACGGAGGGGC
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>S5_1852022_B73V2.7_Chr5:1851972..1852072
AGCACCCCCAATTTTCAAGCTGAGCGACCTGCCACCATGCAAGACCGTGCACTGATCCTCGGTTTCGTCAT
CATCGATGACCCTTTTCCTCTTGTCAGTGT

>S8 170878813 B73V2.7_Chr8:170878763..170878863
CATTGTAGTTATAATCACGATTGCTGTTGCAGCTGGTATTGTCGTTCCTAATACACCCGTTATAGGAATTGTT
ACCACTCCAAGCATTATTGTTGTTATAA

>S3_19260465_B73V2.7_Chr3:19260415..19260515
GTTCTCACCGGCGGGTGGCGGCGGGCCGAGAAGCAGCATCCCGTCCCCCGCCACGGAGTCGCCAGAGA
GCAGGAGCTGGTCCGCCGCCGCCACCGCCGCTG

>S7_99089950_B73V2.7_Chr7:99089900..99090000
CACGCGCAGGGCCTCCTCGGCGGTGCTGCAGAGCCTCCTCTCTTTCTCCGTCTTCTCCTTCCCGTCGACAT
GCCTGTCGCCGTACCTCCAGCCCGACGCTG

>S2_198509433_B73V2.7_Chr2:198509383..198509483
AAATTAACAGGGCTGCTTGTCATATTGTCTGAAAGTGTAGATAGTTTCACAGCTTTTTATAGTCCCATGTTCA
GAAGTCGAGATGCATTGCGAAATCGACA

>S3_146363360 B73V2.7_Chr3:146363310..146363410
GCGTTCTGTACTGCACATTTTTAAAGGAAACCAGGACAGGTATCTAACGCCCGTCATTGTTGTGCTCAGACC
TGGTACGTTTTGCAGCTACTCGAGTCATT

>S3_21368942_B73V2.7_Chr3:21368892..21368992
TCGGACACTTACTCTGCAGCAGTGGGACGTCGCTGGCGGCGTGGCCATGGACCATGAAGGGTTCGGCCTC
CTGGAGGCTGTGGCGGTGCTCGTACGCGTCC

>S6_8146003_B73V2.7_Chr6:8145953..8146053
GGGCAGCTCTACGGCTGCGGGCTGCGCGCCTACGGCCTACCTACCAGCGGCGCGTCGTCTTCGCGCGGA
GGTACCTAGCGGCGGCACGTCGTCGTACCTAA

>S2_217651275 B73V2.7_Chr2:217651225..217651325
AGCTTTTGAAAACATATTAGTCGAAGAGGTGTAGACCTGCAGCAAAAGATGATGTCTTTTTCAACCATAACTA
AAACATTGCTCAAGCAAGCAAGGAACAT

>S10_91959067_B73V2.7_Chr10:91959017..91959117
ACCGCATCCTCAAGGTGCACAACGCCCCGCGCACCGTCGCCCGCTTCGAGGCCTACCGCGACGLCCGTGC
GCTCCCGCTGCCGCGCCGTCGTCGCCGCCCGG
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>S7_165369648 B73V2.7_Chr7:165369598.. 165369698
GCACCTGGGATAAATTCTACGGGGTCTCGGTTTACTGGCCGGGATCTGGCTATATCATTGGTCGGGATTTT

TTTTACAGCAGCAGAGAACGATGGGCGATG

>S10_5458621_B73V2.7_Chrl0:5458571..5458671
GCTGCGGTCGGTGAGCAACGCGGTGCCGGTGGTGGCGACGAGCGGCAGGCTGTCGTCGTCCCCCTTCTT
CGGTCACTACAGCTCCAGCTCCAGGAGGCTCT

>S5_11923821_B73V2.7_Chr5:11923771..11923871
GGCGCGTCGCGACCCTGTCTGTCCACGCAACCATCTGCGACATCGGGGGCGTCTCAACGAACCGAGAGC
CTGCTCGGCGCAGCTGCCTGGGGCCTAGTGGC

>S9 15357629 B73V2.7_Chr9:15357579..15357679
CGTAGCATGGTAGCAGTAGTAGCACCTCGCTCGTCCCCTCCCCTGCCAGCCGAGGCACAGGCACGCGTGT
TGCTGTAGCTTTCACCCTGGAGGGTCACTCA

>S7_64048287_B73V2.7_Chr7:64048237.. 64048337
GGGCGCTAGGCGAGCGGACAGCGAGGGAGCTGCAGAGAGATAGACGCTGAGCGAGAGGAGCAAGGAAGAGAGAGAG
AGCACGACAGGGAGCAGGGAGCGGC

>S10_98272538 B73V2.7_Chr10:98272488..98272588
GGTTCTCTGACTGTATTAGACGGGCAATGCTGCAATCATTGTTGACCCATCAAGCATGCAAATAGTCGCAAA
GGCCACGGACCAGACACACAAGCATGATA

>S4_174903108_B73V2.7_Chr4:174903058..174903158
AGCTCAGTTGCATCTTTTGCAGCATTAACAGATAGTACCTGTAGGCGCAAGGTCAGGTCATTAAAATGCTAT
GTTGATTTGCGAAAAAAGTAAAACTACAA

>S2_236282499 B73V2.7_Chr2:236282449.. 236282549
ACGCCGCCAGACGTCTCTCTGCTAGCGTCGGTCATCGGAGTGCACCTGCAGTGCCAGGTCGCGTTGCAGGATGAGGGCTC
CCTGCAGTACCTGACAGCCGG

>S52_204476331_B73V2.7_Chr2:204476281..204476381
TGCTTGGTACCATTACAAAATACAAATAGTTAGTTAATCATGCATTGTGATTTGTGAAGCACAAGAATCATCT
TTATCTGGAGGATGTGTTGGAGGTTTCT

>S8_131240915 B73V2.7_Chr8:131240865..131240965
AGGATCGGAGCATCAGCATCGCGACCTGTCTCTGCCGTGAACTTGCCTACCTGCTAAGTGCCAAGGCCAG
CAACACAAGGCAGCGAGCGACGGACATGGAC
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>S8_131049015 B73V2.7_Chr8:131048965..131049065
AGAAGAGTAGAGCTGTACTACTGCTGTAGCAGGCAGGCAGGCAGGAAACCGCGGGGACGCGACGCCTGA
CGCTTGGCAGGTCGGCAGCCCAAGGGCAACGA

>S5_193547933_B73V2.7_Chr5:193547883..193547983
CCTCGGCTGCCGCCGCATAAGGGAGGCCTGCCGTCTCTGTCCGACATGGTCGCGCTTCTCACTGGCAGGT
TAAGAAAAAAATTCTCTTGTGTGTATAGCAG

>S5_183326603_B73V2.7_Chr5:183326553..183326653
TGAAGTAGAACTCGACCTGGGGCAACCGAATCAGATACGTACTTTTCAGAGGAATCGCATGGTGGCGGAAA
AAAAAAGCTGCGCATCTGGAGCAACGAGGC

>S10_127809396_B73V2.7_Chr10:127809346..127809446
CTGGTTCGTGCTTCGCTGCAGGTGGGTGCGGCAAAGATCAAGAGCAGGACGCCGGACGACCACTACTGCTGGAACCGGC
CGGAGGACATGGCGTACCCTCG

>S7_160595701_B73V2.7_Chr7:160595651..160595751
CTGGTCTGCTTGTTTTTATCGGTTATTATCACAGGCAATTCGCGATGCCCAGTGCTACCGGTGCTGCATATT
CCTAGTAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAA

>S10_10586901_B73V2.7_Chr10:10586851.. 10586951
GCCGCTGCCGGACGAGGGGAGCATGCCGCCGCCGGCGAGATCTGAGGAGAAGGACACACGAGTGTCGCGGTCCCGAGC
CTTGGTTCAGCGTTCGGGTTGTG

>S3_13726673_B73V2.7_Chr3:13726623..13726723
GTCGATCGATCGGGGACGCAAACGCGTGACGAATGGACGAACCCTAATAACGACTGAAATTAAACCAAGAA
TGTCTCCTGCTCCTGCACCGCACCGAACTG

>S10_140743010_B73V2.7_Chr10:140742960..140743060
GCAACTACCACAGGAACTTGGATTGGACCAACTTAACAAGAACGCGCATCCTAAAAAAAAACACAGTAGTTC
TACTAGCACAGACGAGCAAACCGAAAGAG

>S10_4751416_B73V2.7_Chrl0:4751366..4751466
ACCTTCGCCTCCCATCTGCGCTTCGTCCCACTATTTTACTTTCTGATGCATCATTGGCGCCACTTCCTCCCT
AGCTGCTGCATGGGCACTGAGCTGAGCTG

>S5_215289316_B73V2.7_Chr5:215289266..215289366

TTCGCGGCTCTCGCACCGCCGCCTCCTTCGGAGCTAAGGTTCGTTGCTTCCCCACACCCCACCAGCTCCTA
TGCCTGACGTGATGCCTCCTAGCCGTGATA
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>S6_106176548 B73V2.7_Chr6:106176498..106176598
TAGGATCTTTTCCTTTCTTTTTGTGTTTCGTTTTCTGAATGTTGGTCTGGTTTTCTCGGAAGGTTTTGATTGCG
GCGACAGTGGCGAGCGCGATCGGGCAG

>S1_14103918_B73V2.7_Chrl:14103868..14103968
ACGGCGACGACCGACTCCCGCGCGCTGCAGGCGACCACCGGACGCGGCGTCTCCTCCTCGGCGGCGAC
CGCCGGTGCTGCACTCGCGGTGCTGCTCGCCGG

>S6_71803064_B73V2.7_Chr6: 71803014..71803114
GCTGAGGGTGGTTTACCCCCTTGGGGAGGGGTACTGTGCTTATAACACCGAGGAAACCAAACGAGCAGCTATACCTTTTG
GAGAATCTTTGTAAAGGCTAC

>S9 139410281_B73V2.7_Chr9:139410231..139410331
GCGCGAGATTCCAACAACACAACGGGTGCCGCGTGCGATCGATGGCGACAGCGCAGCGCGCCCGGACCT
GTGCGCCCGTCCCGCACCCGTCTTTGTTTACT

>S8_167282998 B73V2.7_Chr8:167282948..167283048
CAGATTAGGTTTGGCTGGTGTGAGACTTAGTTTTAGTTTCTGGGATATGTGACCTGTCTAGTCCTTGACAAT
ATGCTGCCTGTGATATAGTATATATTTCT

>S9 153271004_B73V2.7_Chr9:153270954..153271054
AGCTCGAGCGATAGAGGTGAAGTCGACCATGAGCTGATACTGGTCAAGGGACAGGGGAATGTCATCGTGA
TCAACACCATCTTTGGTGGTGACACACTGCT

>S1_216533939_B73V2.7_Chrl: 182908984..182909084
TGCTGCGGCTGTAGCTCATGCGTCCTGAAGATAGCTGGTGTACTATAGCACTCTGTACTTTACAAGGTTAAT
GTTAACCCAAGTACGTCTTTATCAAGTTT

>S5_182909034 _B73V2.7_Chr5:216533889..216533989

>S6_72860333_B73V2.7_Chr6:72860283..72860383
CGGCCGATTCTCCGACGGCAAGATCGTCACCGACATCACCGGTCGCTAGCCATTCCCATATATATATACAT
GCTATACCACCACGCATGCATTATGCATGG

>S7_157194565_B73V2.7_Chr7:157194515..157194615
GGCAATTTTGGGTTGATTATTGACTCGGTCGTCAACCAGACACCTGAACGCCATTCCCTAATCAAGCTAGCAACTAACTAA
GCACCGGTCATTAGTTTAAG

>S5_170164202_B73V2.7_Chr5:170164152..170164252
GCAGCACAAGCAGCAGTTTTGCCACCACACCGACGGCGAGCATCTCCTGCCGCACCGAGGGCGTCGGCG
AGTGCCTGGCCACTGCGTGGAGGGCGCGCACG
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>S10_115518234_B73V2.7_Chr10:115518184..115518284
AATGGCGTAGCACCATTACCCGTCACGCGGATTGGCACTAGCAGCCGAGCAACGCCCGCCGTCCATCTCC
ATCCGACGGCCGACGCCGTGTCCCCCAAAAT

>S7_153568928 B73V2.7_Chr7:153568878..153568978
AGGGTGTCGCCGCGGGTGGCGGCGCAGGGGAGAGGCCAAGGAGGAGGGGGAGCGGTGCTGAGGACGC
CGCTGCTGGGCGCGGGGAGGCGGGGCCTGGGGTG

>S5 56428968 B73V2.7_Chr5:56428918..56429018
GGGGAGGCAGCGGGCTGCGGCCGGGGACTAGTACTAGGTAGCAGTAGTCCAAGTCCGGCGGTCCGGCC
GCGTCTCCGGCGGCGAAGAGGTAGGGGCGAGCG

>S5_178037831_B73V2.7_Chr5:178037781..178037881
TGTCTAGTGTCTACGTACATGTGCTCTCTGACCCATGCTAGATTTATTACCCTCCTCTTTGCAACCATGATGA
TAGCTCTAGTGACGGCAACCATGACAGC

>S2_38552471_B73V2.7_Chr2:38552421..38552521
GATCTGCCAGCGCGTGCGAAACGGCGAGCCACTGCCGGCCTCGTGGCGGGCGTTCCTCGAGCAGTCAGA
CACCAAGATCGACTTGTCAGGCTGTCCGGTCA

>S4_183699508 B73V2.7_Chr4:183699458..183699558
CAGAGGAGATTCCTTTCCCTTTCCGTTAGCAGGATAGAGAGGGAGAGGAGCAGAAGATAGCAGAGGGCCA
GAGGCGCAGAAGGCAGTCGCGGACAGGAGGA

>S5_8266072_B73V2.7_Chr4:8266022..8266122
GAGGGAGGGGGACAGAGAGCCGAGAGAGCCCTGCTCCACCGCGACCATTTTTCTCACCGAAAGGGAGGCTGCCGATGAT
AGAACGGAGGGACCGGATCACC

>S3_158354184_B73V2.7_Chr3:158354134..158354234
CTGGGACTGCCCCAACCACTGAACAGCTTCATGCTGTTGTTAGTGGCATTTTGAAGGAAGTTGACTTCAACA
CAGTAAGCAATTGATTACGTTTTGAACAT

>S3_146026612_B73V2.7_Chr3:146026562..146026662

TCCTTGCTCTGGCAGCGTTCAAGGTAGCACTGCAGGATGGCAAGCTTCGCGGTCTCAAAGGCACAGTAGC
CTAGCGCCGCAAAGCACGCGCTGTGCAGCAC
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>S8_2763004_B73V2.7_Chr8:2762954..2763054
GCTCTTCCCTGCGCGCGCGGTTCCATTCCATTTCCATCAGACGACAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGA
GAGAGAAAGGCGCGCAATCACCGGCCGTCAG

>S2_225857203_B73V2.7_Chr2:225857153..225857253
TTGATCAACAACACTATATATACAACAGTATGGGATGATTGAGTGAATGTCTAGGCATGCATGCAATAAATTG
GCTGATCACTTGACCTGAGGACGCTGCC

>56_139454544 B73V2.7_Chr6:139454494..139454594
AGAGTAAGAAGAACAGCAGGCCGTGCTAGCTAGCTGCCGGACATATACCACCATGGTCCATGGCTACCGT
CGTACCAAGTGCAGAGGAGAGGAGAAGCGAC

>S1_229707717_B73V2.7_Chrl:229707667..229707767
ATGACAGCAGCAAGGAGGGGATGAAGAAGCGGAGGAGGAAGGACGGGCGGCGCAGGCTCAAGCTGTCAT
GGCTGGCGTGGCCGTGGTCACGGAGAAGCGAC

>S9 135860028_B73V2.7_Chr9:135859978..135860078
CACTCACGAGTAAGCGAAGAGAAAATGGATGAACACACGGGAGAGGCTGTTTGTTTGTTGCGAGATCGTGA
TTCTTTTCAGCAGTTGGATCGGTCACGCGC

>S7_ 5093341 B73V2.7_Chr7:5093291..5093391
GGATCCGCGCCATTGGCAGGAGCCGGAGAGTCCGCTTCAGCGCCTTGTTGGCGCCGTTGCGGGCGGCTG
GGGTGGGGTTCAGCTGCTCCCCGCCCAGCGCG

>S1_12854004_B73V2.7_Chr7:12853954..12854054
CAGCGAAGAAAGAACCACGGAGATGCATGATTTGTTGCTCGCGATCCTGTATGATCTGTCTTCGTTCTGGAGAAGCCGCTC
CCACCCTCGATTTGGATTTG

>S2_44378881_B73V2.7_Chr2:44378831..44378931
CTCCCGCTGTCCCGCAAGAACACGAGCAGGAGGCGTGGCCGTGGCAGCCGGTTTGACCCGCCCCCGAGC
GTTATAAGCTGTTTCTCCGGGAACGTCTTGTC
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Anexo lll (inicio). Partes de la plantula de maiz con mayor abundancia de transcritos de los genes

asociados a la elongacion del mesocotilo de acuerdo al atlas de transcripcion del desarrollo de maiz

(Sekhon et al. 2011). Clave) ubicacion cromosomal y posicion del SNP en niumero de bases; Gen)

nombre del gen asociado; Pfam) funcidén conocida para su familia protéica; Expresion) estructura de la

plantula donde hay mayor concentracion del transcrito.

Clave Gen Pfam Expresion
S7_162027150 AC192356.3_FG005 Gen de baja confianza
GRMZM2G549820 Gen de baja confianza
S8 166105182 GRMZM2G335218 Transportador de amonio Internodo
S4 4737438 GRMZM5G845021 Adenilil-sulfato kinasa. Hoja de la
plantula
S4 226459824 GRMZM2G174673 Dominio asociado a metales Mazorca
pesados inmadura
S7_63900887 GRMZM2G060644 Elemento transponible
GRMzZM2G071808 Transposasa 24 Endospermo
S5 1852022 GRMZM2G138421 Proteina que se une al Semilla
promotor de Squamosa
S8 170878813 GRMZM2G069106 Dedo de Zn con dominio Ran Punta de la
hoja
S3_19260465 GRMZM2G044697 Peptidasa M50 Punta de la
hoja
S7_99089950 GRMZM2G002465 Oryza sativa: proteina Internodo
expresada
S2198509433 GRMZM2G037873 Elemento transponible Raiz primaria
GRMZM2G037875 MOSC: Sulfurasa cofactor de Hoja
molibdeno
S3_146363360 GRMZM5G839699 Gen de baja confianza
GRMZM5G813403 Arabidopsis thaliana: Embrién y hoja
Superfamilia cupredoxinas
S3 21368942 GRMZM2G126749 Proteina parecida a las que se Raiz primaria
unen a calmodulina
S6_8146003 GRMZM2G136700 Oryza sativa: proteina
expresada
S2 217651275 GRMZM2G097277 Alfa-L-arabinofuranosidasa Raiz y hoja
dominio c terminal
S7_165369648 GRMZM2G111224 Factor Von Willebrand tipo A Embriény
endospermo
GRMZM2G549006 Elemento transponible
S10_ 91959067 GRMZM2G158141 Oryza sativa: C2H2 dedos de Hoja de la
zinc plantula
S10_5458621 GRMZM2G044423 Oryza sativa: proteina
expresada
S5_11923821 GRMZM2G57747 Gen de baja confianza
GRMZM2G157166 Oryza sativa: proteina Anteras
supuestamente expresada de
unién al oxisterol
S7_64048287 GRMZM2G072000 Gen de baja confianza Germinacion

AC198118.4_FGO001

Gen de baja confianza
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Anexo lll (continuacion).

Clave Gen Pfam Expresion
S9 15357629 GRMZM2G328154 Gen de baja confianza
S10_98272538 GRMZM2G093022 Citidina y desoxitidilato Coleoptilo y hoja
deaminasa, region de union a
zinc
S2_236282499 GRMZM2G402239 Dufl1719 Raiz
S4 174903108 GRMZM2G039263 HSP60, proteina de choque Endospermo
de calor
S2_204476331 GRMZM2G163233 Hélice-vuelta-hélice; V- Raiz primaria
ATPasa, sub-unidad H
S8 131240915 GRMZM2G001648 Cadifica para una proteina Endospermo
desconocida
GRMZM2G054584 Gen de baja confianza
S8 131049015 GRMZM2G117007 Dedos de zinc tipo C-x8-C-x5-  Hoja
C-x3-H
GRMZM2G119527 Ferroportina 1 Endospermo
S5_193547933 GRMZM2G165530 MFS_1 proteinas facilitadoras  Anteras
principales
S5_183326603 GRMZM2G014750 Dominio La, motivo de unién Endospermo
al ARN, reconocimiento de
motivos de ARN
S10 127809396 GRMZM2G066162 Glicosido hidrolasa de la Semilla
familia 9
S7_160595701 GRMZM2G058087 TIP49 C-terminal Embrién
GRMZM2G517577 Gen de baja confianza
S10_10586901 GRMZM2G026231 Proteina de endomembrana Raiz primaria
70
S3 13726673 GRMZzZM2G048022 Oryza sativa: proteina Plantula
expresada
GRMZM2G047815 GPI-GIcNAc complejo Punta de la hoja
transferasa, PIG-H
componente
S5_215289316 GRMZM5G806449 Piridina disulfuro Raiz
oxidoreductasa
S10_4751416 GRMZM2G031261 PSK, proteina precursora de
fitosulfoquina
GRMZM2G031164 Elemento transponible
S10_140743010 AC208110.2_FGO007 Oryza sativa: Bn15D1B Hoja de la
proteina especifica de la plantula
semilla
S6_106176548 GRMZM2G071638 DUF212, familia divergente hoja
PAP2
S1 14103918 GRMZM5G850455 Tryp_alpha_amyl, proteinade  Semilla
transferencia de lipidos en
plantas
S6_71803064 GRMZM2G164779 Elemento transponible
GRMZM2G581506 Elemento transponible
S9 139410281 GRMZM2G165357 Epimerasa NADH Raiz
dehidrogenasa
GRMZM2G057467 DUF 568
S2_44378881 GRMZM2G015844 Oryza sativa: receptor de Raiz primaria

esteroides nucleares
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Anexo Il (termino).

Clave Gen Pfam Expresion
S8_167282998 GRMZM2G177324 Peptidasa_C48, Ulpl familia Endospermo
de proteasas, dominio
catalitico C-terminal
S1 216533939 GRMZM2G124835 Gen de baja confianza
GRMZM2G497425 Gen de baja confianza
S9 153271004 GRMZM2G360025 Proteina de unién a zeina Anteras
GRMZM2G178106 Glicosil hidrolasa 35
S5_182909034 GRMZM2G546415 Gen de baja confianza
GRMZM2G106680 Oryza sativa: proteina de Coleoptilo y hoja
union a calcio en mitocondria
S5_170164202 GRMZM2G071484 Dominio caja U Raiz primaria
S6_72860333 GRMZM2G152777 Lipasa_GDSL, acilhidrolasa Hoja
S7_ 157194565 GRMZM2G031323 Proteina parecida a MYB Hoja
unién de ADN
GRMZM2G036291 Elemento transponible
S10_115518234 GRMZM2G179005 Histona H2A, H2B, H3 y H4 Embridn
S5 56428968 GRMZM2G099191 ATPasa transportadora de Internodo y raiz
Cadmio/Zinc
S7_153568928 GRMZM2G150791 Arabidopsis thaliana: Punta de la hoja
repeticion de ankirina
S2_38552471 GRMZM2G165844 Unién a AMP, NADH Mazorca
dehidrogenasa, catalasa
S5 178037831 GRMZM2G095782 tRNA sintasa de pseudoridina  Punta de la hoja
S4_183699508 GRMZM2G088847 MIF, factor de inhibicion de Hoja
migracion de macroéfagos
S5 8266072 GRMZM2G548459 Gen de baja confianza
GRMZM2G010801 Arabidopsis thaliana: Punta de la hoja
Metiltransferasa
S3_146026612 GRMZM2G047457 Proteina transportadora de la
mitocondria
S8 2763004 GRMZM2G312419 MYb 60 factor de Raizes de la
transcripcion corona
S2_ 225857203 GRMZM2G433731 Oryza sativa: Repeticion rica Raiz
en leucinas
S6_139454544 GRMZM2G423863 Coadifica para una proteina Raiz primaria 'y
desconocida hoja
S3_158354184 GRMZM2G139617 Dominio DEK C-terminal Hoja

S1 229707717

S9_ 135860028
S7_5093341
S1_12854004

AC199893.4_FG002

GRMZM2G500857
GRMZM2G011800
GRMZM2G136081

Cadifica para una proteina
desconocida
Gen de baja confianza

Arabidopsis thaliana: miosina

Parecida a PDDEXK funcién
desconocida

Raiz primaria

Embrién
Endospermo

Pericarpo
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Anexo IV (inicio). Frecuencias alélicas de los 18 SNP asociados a la elongacion del mesocotilo en la
poblacién DTP incluidos en los andlisis de QTL. Clave) ubicacién cromosomal y posicién del SNP en
namero de bases; p) probabilidad [-log10] de asociacion; DF) proporcion de datos faltantes; Ma) estado
alélico homocigoto mayor; Ma pro) proporcion del estado alélico homocigoto mayor; Me) estado alélico
homocigoto menor; Me pro) proporcién del estado alélico homocigoto menor; He) ndimero de

accesiones con el estado alélico heterocigoto; He pro) Proporcion del estado alélico heterocigoto.

Clave p DF Ma Ma pro Me Me pro He He pro
S8 166105182 4.22 0.22 A 0.47 C 0.31 30.00 0.21
S3_19260465 3.96 0.26 C 0.51 T 0.23 16.00 0.12
S7_99089950 3.95 0.13 C 0.69 T 0.18 20.00 0.13
S3_146363360 3.88 0.19 T 0.48 C 0.33 45.00 0.31
S3_21368942 3.84 0.26 A 0.47 G 0.27 23.00 0.17
S6_8146003 3.83 0.31 C 0.47 T 0.23 17.00 0.14
S10 5458621 3.78 0.44 T 0.43 C 0.13 8.00 0.08
S10_10586901 3.53 0.44 T 0.49 A 0.08 3.00 0.03
S5_215289316 3.49 0.22 T 0.59 C 0.19 20.00 0.14
S6_106176548 3.48 0.38 A 0.39 T 0.23 14.00 0.13
S9 139410281 3.45 0.31 G 0.49 A 0.21 15.00 0.12
S8_167282998 3.44 0.17 A 0.48 G 0.35 32.00 0.21
S5 170164202 3.41 0.12 C 0.79 A 0.09 9.00 0.06
S4_183699508 3.35 0.38 C 0.51 G 0.11 6.00 0.05
S3_158354184 3.33 0.01 C 0.64 T 2.00 0.00 0.00
S6_139454544 3.30 0.26 G 0.53 C 0.21 16.00 0.12
S7_5093341 3.27 0.00 G 0.70 + 1.00 1.00 0.01
S2_44378881 3.25 0.28 C 0.41 G 57.00 9.00 0.09
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Anexo V (inicio). Alelos asociados a la elongacion del mesocotilo encontrados en el genoma de
referencia de Palomero Toluquefio. Clave) ubicacién cromosomal y posicion del SNP en ndmero de
bases; Pos) posicion relativa del SNP, ya sea Intergénico (inter) o dentro del marco de lectura de un
gen o modelo de gen (Marc); B73_V2.7) alelo en el genoma de referencia B73_V2.7; Ma DTMA) alelo
mayor en las DTMA; Me DTMA) alelo menor en las DTMA; Palomero T.) alelo en el genoma de
referencia Palomero toluquefio. NA no se encontrd la regién asociada.

Clave gen B73_V2.7 Ma DTMA Me DTMA Palomero T.
S7_162027150 Inter C C G C
S8 166105182 Marc C C A C
S4 4737438 Marc A A G NA
S4 226459824 Marc A A G A
S7_63900887 Inter C G A G
S5 1852022 Marc A C A A
S8 170878813 Marc A G A A
S3_19260465 Marc C C T NA
S7_99089950 Marc T T C T
S2_198509433 Inter A T A NA
S3_146363360 Inter C C T NA
S3 21368942 Marc A A G A
S6_8146003 Marc C T C NA
S2 217651275 Marc G G T NA
S10 91959067 Marc G G A G
S7_165369648 Inter T T G NA
S10 5458621 Marc T C T NA
S5 11923821 Inter G C G C
S9 15357629 Marc C C A C
S7_64048287 Inter G G C NA
S10 98272538 Marc C C G C
S4 174903108 Marc G G A NA
S2_236282499 Marc A G C G
S2 204476331 Marc T T A NA
S8 131240915 Inter C T C T
S8 131049015 Inter G T G NA
S5_193547933 Marc C C T C
S5_183326603 Marc G G A A
S10_ 127809396 Marc C G A C
S7_160595701 Inter A A G A
S10_10586901 Marc A A T NA
S3 13726673 Inter C c T T
S10_ 140743010 Marc C A C C
S10 4751416 Inter T T A T
S5 215289316 Marc C C T NA
S6_106176548 Marc T T A NA
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Anexo V (termino).

Clave gen B73_V2.7 Ma DTMA Me DTMA Palomero T.
S1 14103918 Marc C C G C
S6_71803064 Inter A A G G
S9 139410281 Inter G G A G
S8_167282998 Marc G G A A
S9 153271004 Inter A A G NA
S1_216533939 Inter C C A NA
S5 182909034 Inter G G T NA
S6_72860333 Marc C C T NA
S7_ 157194565 Inter C C T NA
S5 170164202 Marc C C A NA
S10_115518234 Marc A A C A
S7_153568928 Marc A A G NA
S5_56428968 Marc A A C A
S5_178037831 Marc C C T NA
S2 38552471 Marc C C T C
S4_183699508 Marc C C G C
S5_8266072 Inter T T G NA
S3_158354184 Marc T C T T
S3_146026612 Marc G G A NA
S8 2763004 Marc G G C NA
S2_ 225857203 Marc C A C NA
S6_139454544 Marc C C G C
S1 229707717 Marc C C A C
S9 135860028 Marc T T C T
S7_5093341 Marc G G A G
S1 12854004 Marc T A G T
S2 44378881 Marc G G C T
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Figura Suplementaria 1. Relacion entre el efecto fenotipico del alelo menor de los 63 SNPs
fuertemente asociados a la elongacion del mesocotilo, obtenidos por GWAS en la coleccion
DTMA, y el nimero de accesiones (n) conteniendo el alelo menor. A) Valores calculados de

los efectos fenotipicos; B) Valores absolutos de los efectos fenotipicos.
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Figura Suplementaria 2. Mapa de calor de los efectos fenotipicos de los 63 SNPs asociados a la
variacion de la elongacién del mesocaotilo para las 16 DTMA con mesocotilo mas largos y loas 16 DTMA
con los mesocotilos mas cortos.
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