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RESUMEN

El mapeo de asociacion, en sus dos modalidades de estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS (Genome-wide Association Study)
como del gen candidato, es un método de mapeo de loci de herencia
cuantitativa (QTL, Quantitative Trait Loci) que tienen como fin asociar fenotipos
a marcadores moleculares y descubrir asi marcadores utiles para el
mejoramiento genético. A diferencia del mapeo tradicional, la poblacion de
mapeo estd formada por un panel de lineas que suelen estar emparentadas y
en conjunto presentan estructura genética, propiedades que promueven la
ocurrencia de falsos positivos en las asociaciones fenotipo-marcador. El
objetivo de este trabajo fue utilizar un caso de mapeo de asociacién de la
respuesta fotoperiddica del tiempo a floracion en maiz (gen candidato ZmCCT)
como modelo de estudio de caracteres agronémicos complejos, de manera de
probar diferentes metodologias estadisticas y sets de datos para verificar
reproducibilidad de resultados y ajustes de modelos de asociacion. Como
resultado se logré establecer en el panel de maiz, relaciones de estructura
genética similares a las originales tanto con polimorfismos de nucle6tido simple
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism) como con microsatélites (SSR, Single
Sequence Repeat). EI método del gen candidato permitié identificar a los dos
SNP ligados al gen candidato ZmCCT del cromosoma 10, segun lo informado
previamente. EI GWAS, por el contrario, empleando otro set de datos y
poblacién a lo utilizado originalmente, no logré identificar SNP suficientemente
cercanos a ZmCCT. Los modelos de andlisis generalizado lineal (GLM) y lineal
mixto (MLM) brindaron diferentes cantidades de asociaciones significativas, las
gue a su vez variaron segun el ajuste por estructura y parentesco. Los datos
fenotipicos promediados por ambientes redujeron el nimero de asociaciones
significativas comparado con los datos fenotipicos por ambiente individual. Fue
posible una reproduccion parcial de los resultados originales informados segun

los tipos de marcadores, poblaciones, modelos y ajustes utilizados.



INTRODUCCION

Histéricamente la dieta humana se sustenta en tres cereales arroz, maiz y
trigo. En la campafa 2013/2014 el maiz en Argentina cubrié 6.098.885 de ha
(SIIA, 2014). La mayor parte de la produccidon actual se concentra en la region
Pampeana (Cordoba, Buenos Aires, Santa Fe, La Pampa y Entre Rios, en ese
orden, con 76% de la superficie) en suelos con muy buena aptitud agricola
(Peretti, 2003). Aun en las mejores camparias, los rendimientos medios (por
ejemplo, de 6.604 kg ha™ en 2012/2013) estan alejados de los rendimientos
potenciales (15 — 19.000 kg ha™ (Fischer y Edemeades, 2010). Las principales
causas de la brecha de rendimiento son el déficit hidrico y el insuficiente
abastecimiento de nutrientes (principalmente nitrdgeno). Las deficiencias de
nitrogeno del suelo pueden compensarse con la fertilizacion nitrogenada pero
el impacto ambiental negativo de las pérdidas de nitrégeno al sistema natural
sumado al alto costo del fertilizante (Cassman et al., 2003) requieren otras
soluciones conjuntas para lograr el aumento del rendimiento como ser el
mejoramiento genético. Asi, mediante el mejoramiento genético se pueden
seleccionar genotipos que maximicen el uso de los recursos ambientales y
producir materiales tolerantes tanto a estreses biéticos como abioticos.

Para el mejoramiento genético del maiz se utiliza la diversidad existente
con el fin de mejorar lineas élites que son la base de hibridos comerciales. El
maiz, en particular el de origen tropical, tiene una respuesta de dias largos,
esto es, su floracion se retrasa cuando la longitud del dia supera determinado
umbral. ElI empleo de genotipos de origen tropical en programas de
mejoramiento de maices templados tiene el inconveniente de que su cultivo en
latitudes altas resulta en una gran demora de los tiempos a floracion. La
introduccidn de la sensibilidad al fotoperiodo vuelve improductivas a las lineas
templadas que adquieren estas -caracteristicas (Goodman, 2004). La
identificacion de las regiones gendmicas responsables de esta sensibilidad
facilitara la eliminacion de este rasgo en las lineas templadas. Se ha
propuesto en maiz que la cantidad relativa de loci de herencia cuantitativa (del

inglés Quantitative Trait Loci, QTLS) responsables de la variacion en la



respuesta fotoperidodica de los tiempos de floracibn seria menor en
comparacion a los QTLs que afectan a la duracion del ciclo per se (precocidad)
cuando el fotoperiodo no es limitante (dias cortos menores a un umbral). Asi,
los QTLs de respuesta fotoperiddica presentarian un efecto genético simple y
comprenderian un pequefio conjunto de QTLs con gran variacion fenotipica
que afectarian la precocidad en dias largos y serian mas féacilmente
expresables en determinados fondos genéticos (Hung et al., 2012).

Entre los varios QTLs o genes responsables del tiempo a floracion per
se encuentran aquellos QTLs en el cromosoma 10 Ducrocq et al., (2009),
cromosomas 1,6 y 7 Steinhoff et al., (2012) y los siguientes genes candidatos:
Dwarf8 Thornsberry et al., (2001), Vgtl Ducrocq et al., (2008) y Thl Camus-
Kulandaivelu et al., (2008). Por otro lado, los QTLs responsables de la
respuesta fotoperiodica de los tiempos a floracion en maiz fueron identificaron
en diferentes cromosomas: 10 (Mu et al., 2009), 1, 8, 9 y 10 (Coles et al.,
2010), 4,9y 10 (Wang et al., 2012), 1,8 y 10 (Xu et al., 2012). En cuanto a los
genes candidatos recientemente se identific6 en el cromosoma 10 al gen
ZmCCT como el gen que posee mayor efecto sobre la respuesta al fotoperiodo
del tiempo a floracién en maiz (Hung et al., 2012).

La identificacion de QTLs o genes responsables de un fenotipo
determinado se basa en tres pilares: el genotipado, el fenotipado y las pruebas
estadisticas para encontrar las asociaciones (por desequilibrio de ligamiento)
estadisticamente significativas entre un marcador molecular y el fenotipo
estudiado (Darvasi et al., 1993). Por otro lado, se diferencian dos metodologias
de estudio de QTLs segun el tipo de poblacién de mapeo empleada (Semagn
et al., 2010). La primera es el mapeo de QTL convencional que emplea una
poblacion segregante biparental. La segunda, es el mapeo por asociacion que
utiliza poblaciones naturales o bien colecciones de lineas que resultan del
mejoramiento genético y seleccion. EI mapeo por asociacion requiere a su vez
de pruebas adicionales como son la estimacion de la estructura poblacional y
las relaciones de parentesco de manera de ajustar el modelo de analisis mas
apropiado que minimice la ocurrencia de asociaciones marcador-fenotipo
falsas, dadas por error tipo | (Stich et al., 2008). Por ultimo, el mapeo por
asociacion se puede realizar a su vez mediante dos métodos, el analisis de
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asociacion del genoma completo (del inglés Genome-Wide Association Study,
GWAS) y el método del gen candidato donde se prueban marcadores
seleccionados de regiones candidatas de incluir un gen responsable de un
fenotipo determinado.

Existen iniciativas publicas de generar paneles de asociacion
genotipados en alta densidad para que puedan intercambiarse entre equipos
colaboradores y hacer més eficiente asi el proceso de fenotipado. En maiz se
ha desarrollado recientemente una poblacion especial denominada poblacién
de mapeo anidada (del inglés Nested Association Mapping population, NAM)
que resulté del cruzamiento de una linea de referencia (B73) por otras 26
lineas genéticamente contrastantes, a su vez, pertenecientes a diferentes
grupos heterdticos y que han sido genotipadas con alta densidad de
marcadores (Gore et al., 2009). Esta poblacién constituida por unas 5.000
familias de lineas recombinantes endocriadas (del inglés Recombinant Inbred
Lines, RILs) posee mudltiples ventajas estadisticas con respecto al panel de
asociacion como por ejemplo mayor precisidon y poder de las pruebas de
asociacion marcador-fenotipo (Yu et al., 2008) resultado de la mayor cantidad

de recombinaciones que pueden acumular bajo distintos fondos genéticos.

Cada una de estas tres poblaciones de mapeo mencionadas puede
requerir de la aplicacion de modelos de analisis estadisticos diferentes o bien
compartidos y la eleccién del método que mejor ajuste puede resultar empirica
segun los supuestos en que se base el andlisis (Stich et al., 2008). En el caso
de la poblacion NAM se pueden utilizar los métodos de mapeo de QTL
comunes o bien otros como el método de analisis conjunto de poblaciones
basado en regresiones paso por paso (Buckler et al., 2009). Ademas, permite el
analisis GWAS y el método del gen candidato ya que la conformacion del
disefio de la poblacion permite por si misma el control de la estructura genética
y las relaciones de parentesco (Hung et al., 2012).

Adicionalmente, en maiz se dispone de un panel de asociacion de 282
lineas endocriadas de origen diverso, genotipado inicialmente con 94
marcadores microsatélites (del inglés Single Sequence Repeats, SSRs) (Liu et

al., 2003), el cual fue adicionalmente genotipado con otros marcadores como
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polimorfismos de nucledtido simple (del inglés Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) a una densidad de 55k que permite el analisis GWAS o
bien el analisis de genes candidatos, basado en un modelo mixto donde es
necesario previamente ajustar el modelo por la estructura genética y las
relaciones de parentesco presentes en el panel porque las lineas,
generalmente comerciales, presentan a lo largo de su historia de desarrollo
cierto grado de emparentamiento y correlacion entre caracteres que ocasiona
falsas asociaciones marcador-fenotipo (Yu et al., 2006).

La poblacidon NAM y el panel de asociacion posibilitaron resolver en maiz
QTLs a nivel de genes para las siguientes caracteristicas: resistencia a tizon
foliar (causado por Exserohilum turcicum) en (Poland et al., 2011), resistencia a
tizon por bipolaris (causado por Bipolaris maydis) en (Kump et al., 2011),
arquitectura de planta en (Tian et al., 2011), composicion de grano (Cook et al.,
2012) y sensibilidad al fotoperiodo del tiempo a floracion en (Hung et al., 2012).

En el caso particular de (Hung et al., 2012) el método de analisis de QTL
se realizdé en primera instancia por GWAS empleando la poblacion NAM y un
genotipado de SNP de alta densidad. EIl GWAS permitié identificar QTLs en
casi todos los cromosomas, los mismos colocalizaron con genes candidatos
previamente estudiados y uno del cromosoma 10 manifestd la mayor variacion
fenotipica. En el mismo trabajo se realizé un mapeo fino posterior mediante
otra poblacién derivada del cruzamiento de teosinte (gran respuesta al
fotoperiodo) con la linea templada W22 (practicamente insensible al
fotoperiodo) donde se pudo identificar dentro del QTL del cromosoma 10 (que
presentaba mayor variacion fenotipica) un tnico gen candidato, el gen ZmCCT
posicionado a aproximadamente 94.2 Mbp en las coordenadas de la version 2
del genoma de B73. Adicionalmente, el método del gen candidato utilizando el
panel de asociacion (y algunas accesiones de teosinte) y marcadores de la
secuencia de ZmCCT logro la asociacion de la respuesta al fotoperiodo de los
tiempos a floracion en maiz mas precisa, con dos SNPs localizados proximos al
gen ZmCCT, pero estructuralmente por fuera del mismo, ubicados en la region
rio arriba del gen. Uno de ellos, PZE1094244760, se ubica en 94.244.760 bp
en V1 (94.420.967 bp en V2) con un valor aditivo (2*a) de 25,4 y un valor p de
3.5E™™. Mientras que el otro PZE1095719172 se localiz6 1,5 Mbp de ZmCCT,
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en 95.719.172 bp en V1 (95.925.762 pb en V2), valor aditivo (2*a) de 26.3 y
valor p=9,13E%, Debido a que el mismo set de datos moleculares del GWAS
de la poblacibn NAM no se encuentra genotipado en el panel de asociacion, no
es posible lograr la reproducibilidad completa del GWAS de (Hung et al., 2012).
Aungue si se dispone de los marcadores del gen candidato ZmCCT. De esta
forma los sets de genotipado independientes disponibles para el panel de
asociacion pueden ser utilizados y modelados junto a los datos fenotipicos a fin
de estudiar factores que condicionan la reproducibilidad y la precision de la
asociacion marcador-fenotipo en los analisis GWAS y gen candidato y lograr
asi una aproximacion a los resultados obtenidos por (Hung et al.,2012).

Estas metodologias de andlisis son de desarrollo relativamente reciente
en especies de plantas, los estudios de simulacion permitiran transferir
conocimientos para el estudio de poblaciones locales que cuentan con un

genotipado y fenotipado incipiente.

HIPOTESIS

La utilizacion de un panel de lineas de maiz y una base de datos
publicas, con informacion geno y fenotipica para respuesta al fotoperiodo,
permitira la prueba de métodos y la bondad de ajuste de modelos de analisis
mixtos para la generacién de conocimientos y su posterior adaptacion al

estudio de casos locales.

OBJETIVO GENERAL

Lograr un mejor entendimiento de las metodologias estadisticas y
modelos aplicados al mapeo de asociacion de caracteristicas de interés
agronoémico en vegetales tomando como modelo de estudio la identificacion de
la base genética de la respuesta al fotoperiodo de maiz desarrollado por (Hung
et al., 2012) y aplicando los métodos GWAS y de gen candidato con diferentes

parametros de simulacion de los empleados en el trabajo original.
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OBJETIVO ESPECIFICO

Probar el efecto de la combinacion de dos metodologias de genotipado
(marcadores microsatélites y SNPs) para la estimacion de estructura genética y
relaciones de parentesco, y de modelos de analisis de asociacién "marcador-

respuesta al fotoperiodo” empleando los métodos GWAS y de gen candidato.
MATERIALES Y METODOS

Se analizé un panel de asociacién compuesto por 260 lineas de maiz
que representan una muestra de las lineas mas importantes de los Estados
Unidos, Europa, Canada, Sudafrica y Tailandia, junto con las lineas del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y el Instituto
Internacional de Agricultura Tropical (IITA). Este material representa una
muestra de la diversidad disponible entre las lineas actuales e histéricas para
maices templados pertenecientes a dos grupos heterdticos (166), tropicales y
subtropicales (82) y fue previamente estructurada genéticamente por (Liu et al.,

2003) mediante 94 marcadores microsatélites (Anexo 1).

Para realizar el presente trabajo se recopilé informacién sobre el
genotipado y el fenotipado de los tiempos a floracion del panel de lineas para
reanalizar, la estructura poblacional, las relaciones genéticas y el mapeo por

asociaciéon mediante el método GWAS y por el gen candidato.

Recopilacion de datos genotipicos

El material fue genotipado con diferentes marcadores y densidad de
marcadores gque permiten estimar estructura, parentesco y en algunos casos la
asociacion marcador-fenotipo propiamente dicha. Asi, el panel de asociacion
cuenta con: 1) el genotipado con 94 SSRs llevado a cabo por Liu et al., (2003),
para estimar estructura y parentesco; 2) genotipados de alta densidad con un
chip de lllumina de 56.000 marcadores SNPs uniformemente distribuidos en el
genoma Cook et al., (2012) y otro genotipado ZeaGBSv2.3, los cuales son
publicos y se encuentran almacenados en la base de datos www.panzea.org,

se pueden utilizar para estimar estructura, parentesco y la asociacién, en el
13



presente trabajo se utilizé este set de datos del cromosoma 10 para el GWAS
para realizar la asociacion propiamente dicha; 3) un set de 553 SNPs
provenientes de genes aleatorios de cobertura gendémica (Yu et al., 2006), para
estimar estructura y parentesco; y 4) 227 variantes SNPs e inserciones-
deleciones (INDELS) en una region de 4,5 kb conteniendo al locus ZmCCT para

aplicar el método de asociacion del gen candidato.

Como la informacion genotipica para las distintas fuentes solo estuvo
disponible para 223 de las 260 lineas del panel de (Liu et al., 2003), se

seleccionaron las 223 lineas comunes para los posteriores analisis.

Caracterizacion fenotipica

Los datos fenotipicos provinieron del trabajo de Hung et al., (2012). En
dicho trabajo el panel de asociacion junto a otras poblaciones de mapeo RILs
se cultivaron en seis localidades del Hemisferio Norte con una gran variacion
en latitud, desde los 18° N (Puerto Rico) hasta los 43° (Estado de New York,
USA) que permitieron lograr fotoperiodos de 11 a 15 horas durante la etapa
vegetativa del cultivo y se determinaron los tiempos térmicos para la floracion,
espigazén y el intervalo floracion-espigazéon. En general, los ensayos fueron
repetidos por dos afios en la misma localidad, lograndose en total 11
ambientes. En el trabajo original se maped el tiempo a espigazon, para la
presente tesina se eligié el caracter tiempo a floracién (antesis) de los 11
ambientes (datos BLUP, del inglés Best Linear Unbiased Predictor) provistos en
Hung et al., (2012) y el promedio general ajustado por ambiente (del inglés
Best Linear Unbiased Estimation, BLUE) de estos 11 ambientes, calculado con
TASSEL (Bradbury et al., 2007), para el caso del modelo GWAS GLM (modelo

generalizado lineal) donde no es posible incorporar datos multiambientales.
Estructura genética

Las lineas se subdividieron en grupos genéticos utilizando el enfoque
basado en el modelo Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE

2.3.3 (Pritchard et al., 2000). Para un numero dado de subpoblaciones
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(clusters), este método asigna individuos a grupos de manera tal que el
desequilibrio Hardy-Weinberg y el desequilibrio de ligamiento se reducen al
minimo. No se utilizé informacién previa del pedigri de las lineas para inferir las
subpoblaciones. Segun lo recomendado por (Pritchard et al. 2009), se asumio
qgue el genoma de cada individuo podia estar constituido por la contribucion de
una o mas de las poblaciones inferidas (Admixture model) como punto de
partida para el andlisis de datos. Bajo este modelo, cada individuo deriva parte
de la fraccibn de su genoma de cada una de las subpoblaciones k v,
condicional sobre el vector de ascendencia, g (i), se asume que el origen de
cada alelo es independiente. Es decir, este modelo supone que todos los
marcadores no estan ligados y proporciona informaciéon independiente sobre la

ascendencia de un individuo.

Para cada set de datos i) 94 SSRs y iii) 553 SNPs se evalu6 en un rango
de k entre 1 a 15 y un total de 3 réplicas para cada valor k. El tiempo de

calentamiento (burn-in) y el nimero de iteraciones se establecieron en 100.000.

Para la seleccion del valor 6ptimo de k se tuvo en cuenta la corrida que
mostro la mayor probabilidad posterior de los datos. Asimismo, los resultados
del STRUCTURE fueron evaluados también usando un criterio ad-hoc basado
en la tasa de cambio del logaritmo de la probabilidad de los datos entre los
sucesivos valores de k (Ak) (Evanno et al., 2005). Para inferir el verdadero
valor de k, estos resultados se compararon ademas con los registros de pedigri

conocidos y los agrupamientos de referencia de (Liu et al., 2003).

Asi, para comparar los resultados graficamente se eligié de cada corrida
la repeticion que brind6 el valor de la probabilidad LnP(D) méas cercano a cero
(menor valor absoluto). Siendo LnP(D) la estimacién del logaritmo de la
probabilidad de asignacion de los individuos o lineas dentro de cada
subpoblacion. Luego, las salidas de STRUCTURE se procesaron con el
programa online STRUCTURE HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012) que
implementa el método de Evanno para seleccionar el nimero 6éptimo de las
agrupaciones k segun el delta k (Evanno et al., 2005; Earl y VonHoldt, 2012).

Siendo A k calculado como el cociente entre el promedio de la derivada de
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segundo orden del logaritmo de la probabilidad a un determinado k y el desvio
estandar de esta medida: AK = mean|L"(K)|/sd[L(K)].

Por ultimo, los resultados de agrupamientos se compararon con Liu et
al., (2003) quienes encontraron con SSR una estructura genética que les
permitié dividir a la poblacion (panel de lineas) en:

(NSS) lineas templadas non-Stiff Stalk (linea representativa MO17)

(SS) lineas templadas Stiff Stalk (linea representativa, B73),

(TS) lineas tropicales o semitropicales,

(Sweet corn) maiz dulce,

(Popcorn) maiz pisingallo.

Para asignar las lineas a las subpoblaciones se utiliz6 como referencia
los coeficientes de pertenencia de las lineas a los clusters. Asi basados en la
bibliografia, la linea de corte se estableci6 en 0,8 y las lineas fueron asignadas
en forma manual. Lineas con coeficientes =20.80 se consideraron
pertenecientes a subpoblaciones discretas, mientras que las lineas con
probabilidades <0,80 fueron asignadas como de pertenencia "mixtas".

La matriz de STRUCTURE (Q) con el mejor valor k seleccionado para
cada set de datos (QSSRs y QSNPs) se utilizé luego en TASSEL (Bradbury et
al., 2007) para corregir el efecto de la estructura genética sobre la estimacion

de la asociacion marcador-fenotipo.

Parentesco

Las relaciones de parentesco se estimaron con el algoritmo de (Loiselle
et al., 1995) implementado en el programa SPAGeDI 1.4 (Hardy y Vekemans,

2002) y se representaron mediante una matriz de parentesco K (kinship).

SPAGeDi (Analisis del patron espacial de la diversidad genética) es un
paquete informatico diseflado principalmente para caracterizar la estructura
genética espacial de las poblaciones que permite establecer relaciones
genéticas de diferente magnitud y estado a las obtenidas con STRUCTURE (Yu
et al., 2006). Este método se adapta a los individuos diploides heterocigoticos
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en el caso de los conjuntos de datos multialélicos y multilocus. Los datos se
preparan de manera que cada celda de marcador y genotipo contenga los dos
alelos de cada locus separado por cualquier caracter no numérico. El grado de
covarianza genética causada por efectos poligénicos se define como 0 para un
par de individuos que no estan relacionados y como positiva para un par de
individuos que estan relacionados. Los valores negativos de parentesco entre
lineas en la matriz resultante se establecen como 0, indicando el valor negativo
gue un par de genotipos estan menos relacionados que un par de individuos de

la poblacion tomados al azar.

Las matrices K para cada set de datos (KSSRs y QSNPs) se utilizaron
luego en TASSEL para corregir el efecto negativo del parentesco sobre la

estimacion de la asociacion marcador-fenotipo.

Mapeo de QTLs

El andlisis de asociacion se realizé con el programa TASSEL V. 5
(Bradbury et al., 2007) mediante dos métodos: GWAS utilizando el set de SNP
para el cromosoma 10:
Maize282_ imputed_AllZea_GBS_Build_July 2012 FINAL_chrl0.hmp223lineas
disponible online en el sitio http://www.panzea.org/. y método del gen candidato

con 227 marcadores del locus ZmCCT.

En primera instancia se analiz6 graficamente la distribucion de los datos
fenotipicos mediante histograma para verificar el supuesto de distribucién
normal de los datos. Aunque vale aclarar que la verificacion del supuesto se
realiza sobre los errores del modelo, no sobre los fenotipos observados, por lo

cual este analisis se realizd en forma exploratoria.

Se probaron en total ocho modelos combinando los sets de datos para la
estimacion de estructura genética y parentesco y para la asociacion marcador-
fenotipo, los que se combinaron con datos fenotipicos obtenidos en los 11
ambientes evaluados y los promedios estimados para todos los ambientes

(BLUE). Para GLM (modelo generalizado lineal) se utilizé solo el valor
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fenotipico BLUE porque GLM de TASSEL no permite analizar datos

multiambientales.

En el caso del gen candidato, se observaron especificamente los
resultados obtenidos con los dos SNPs ligados previamente asociados al
alargamiento de los dias a espigazén (Hung et al., 2012).

Los casos analizados fueron:

1) Modelo simple: GLM conteniendo solo los marcadores a probar

incluidos en el modelo como un factor fijo.

2) GLM (Q): Se incorporé dentro del modelo simple las matrices A)
QSSRs y B) QSNPs de STRUCTURE como un factor fijo.

3) MLM (QK): Se utilizé un modelo lineal mixto (MLM) para datos de 11
ambientes y de BLUE, utilizando las matrices QSSRs/QSNPs y KSSRs/KSNPs
tratadas como factores fijos y aleatorios, respectivamente: A) QSSRs/KSSRs B)
QSSRs/KSNPs C) QSNPs/KSSRs y D) QSNPs/KSNPs.

Cabe aclarar para el resto del texto de que la matriz de parentesco no se
incluye estrictamente como factor aleatorio, o que se incluye es el efecto
genético aditivo como aleatorio y en la matriz de varianza covarianza de dichos
efectos se incluye la matriz de parentesco (kinship). Asi, en forma resumida se
la denomina factor aleatorio para este modelo y los siguientes.

Para lograr la convergencia de TASSEL en los casos de andlisis de 11
ambientes, que insume muchos recursos computacionales en PC comun de 32
bits, se utilizé la opcién de compresion de informacion de la matriz K. Este nivel
de subagrupamiento de la poblacién, representado por el nivel de compresion,
se estimo indirectamente mediante el calculo del numero de individuos
promedios agrupados en forma discreta en cada subpoblacion de la matriz Q
(coeficiente de pertenencia de cada individuo mayor a 0,8) logrado con los
marcadores SNPs o SSRs correspondientes. Asi para QSSRs y QSNPs se
lograron niveles de compresion de 58 y 41, respectivamente. Estos parametros
se utilizaron cuando se emplearon las matrices KSSRs y KSNPs,

respectivamente, independientemente de la matriz Q utilizada.
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En el caso de BLUE (modelo 3, caso 1= 3.1) no se requirié la opcion de
compresion para obtener resultados por lo cual se corrio la opcién de
‘compresion optima” y se generaron los casos: A) QSSRs/KSSRs B)
QSSRs/KSNPs C) QSNPs/KSSRs y D) QSNPs/KSNPs.

4) MLM (K): Se utilizé un modelo mixto donde se incluyeron solamente
las matrices KSSRs y KSNPs como un factor aleatorio. Para el caso de 11

ambientes se probaron A) KSSRs (compresion 58), B) KSNPs (compresion 41).

Para el caso de BLUE (modelo 4, caso 1= 4.1) se utilizdé la opcién

“‘compresion optima” utilizando las matrices A) KSSRs y B) KSNPs.

El programa Tassel generd dos salidas. En una tabla se registraron las
estadisticas de los valores de significancia de las asociaciones marcador-
fenotipo y en la otra los valores aditivos de tales asociaciones. Para la tabla de
estadistica se tomaron valores de umbral de p de 0,01 y 0,05 corregidos por el
namero de marcadores utilizados luego del filtrado por baja frecuencia (103

marcadores para el gen ZmCCT y 30.799 marcadores para el cromosoma 10).

Por otro lado, la tabla de efectos alélicos del programa TASSEL contiene
las salidas de valores aditivos para un alelo de referencia, interpretandose
como diferencia del efecto de un alelo homocigota con respecto al otro alelo en
estado homocigota. Dicho intervalo representa asi la suma térmica a floracion o
espigazon alargada o acortada por efecto de la presencia de uno de los alelos
homocigotas con respecto al otro. En dichas tablas se analizaron la
correspondencia de valores de significancia y aditividad positiva para los alelos
de los dos marcadores asociados a un alargamiento del ciclo identificados

previamente por (Hung et al., 2012).

La bondad de ajuste de los modelos se estudid graficamente mediante
un Q-Q plot normal representando las tasas de error tipo | (falsos positivos)
(valores de probabilidad acumulados vs. observados) bajo las diferentes
pruebas. Asi, los métodos que controlen mejor el error tipo | produciran una

distribucion uniforme de valores de probabilidad.
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Las asociaciones marcador-fenotipo obtenidas bajo los diferentes
métodos y modelos se compararon con los resultados obtenidos en Hung et al.,
(2012).

Las coordenadas fisicas del gen ZmCCT vy la identificacion de los
marcadores ligados a espigazén localizados en la region A6 (Hung et al., 2012)
se identificaron mediante comparacion de secuencias utilizando BLAST en el

genoma de referencia de B73.

RESULTADOS
Estructura genética

El mejor agrupamiento k definido por STRUCTURE HARVESTER difirio
al utilizar SSR (Tabla 1) o SNPs (Tabla 2). Asi, los mejores k fueron k=2 y k=3
para SSRs y SNPs, respectivamente. En el caso de SSRs la estimacion del
mejor k (k=2) difirié a lo obtenido por Liu (que resulté ser k=3, Anexo 1) aun
utilizando practicamente el mismo set de datos. Siendo la asignacion de
individuos a las subpoblaciones mas coincidente a Liu et al., (2003) cuando se
utiliz6 SNPs. Tanto para SSRs como para SNPs la seleccion del mejor k fue
coincidente con la mayor variacion en el valor del delta k. Como se esperaba,
se observO ademas una tendencia de reduccion del valor absoluto de la
probabilidad de los agrupamientos LnP(K) (valores mas cercanos a cero) a

medida que se aumentaba el valor de subpoblaciones k.
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Tabla 1. Eleccion del mejor k (k=2) segun STRUCTURE HARVESTER utilizando 94
SSRs.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K

1 3 -86443.466667 6.940701 — — —

2 3 -80869.766667 8.958422 5573.700000 1853.000000 206.844453
3 3 -77149.066667 22.302541 3720.700000 1800.966667  80.751636
4 3 -75229.333333  296.470611  1919.733333 59.500000 0.200694

5 3 -73369.100000  105.288223  1860.233333  401.366667 3.812076

6 3 -71910.233333 77.821741 1458.866667 — —

Tabla 2. Eleccion del mejor k (k=3) segin STRUCTURE HARVESTER utilizando 553
SNPs.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) [Ln"(K)| Delta K
1 4 -130942.550000 0.519615 — — —
2 3 -124573.800000 5.211526 6368.750000 2437.483333  467.710125
3 & -120642.533333 2.003331 3931.266667 2188.133333 1092.247768
4 3 -118899.400000 38.725573 1743.133333  244.366667 6.310214
5 3 -116911.900000  313.555019  1987.500000 399.433333 1.273886

6 3 -115323.833333 249.488924  1588.066667 — —

Por un lado, Liu et al, (2003) encontraron con SSR una estructura
genética que les permitid dividir a la poblacién (panel de lineas) en: (NSS)
lineas templadas non-Stiff Stalk (linea representativa MO17), (SS) lineas
templadas Stiff Stalk (linea representativa, B73), (TS) lineas tropicales o
semitropicales, (Sweet corn) maiz dulce, (Popcorn) maiz pisingallo. Sin
embargo, para (Liu et al.,2003) un k=3 fue el mejor agrupamiento que clasificd
a la poblacion.

La comparacion de los resultados de Liu et al., (2003) para el reanalisis
de estructura genética se hicieron con k=3 y k=2 tanto para SSRs como para
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SNPs para ampliar las posibilidades de comparacion. Para tal fin, se
seleccionaron las corridas (run) representativas que produjeron el valor de
LnP(D) mas cercano a cero (SSRs, k=2 run 5, k=3= run 8; SNPs, k=2 run 7,
k=3 run 9). Posteriormente se seleccionaron lineas representativas de los
maices templados (SS y NSS) y semitropicales (TS) para comparar los
agrupamientos con respecto a las mismas, incorporando de esta manera un
criterio biologico en la seleccion del mejor k. Por dltimo, la eleccion del k 6ptimo
segun el STRUCTURE HARVESTER fue de k=2 para SSRs y k=3 para SNPs.
Estas matrices seleccionadas por STRUCTURE HARVESTER fueron las que
finalmente se utilizaron en el andlisis de asociacién para la reduccién del error
tipo I.

En la Tabla 3 se puede observar que con SSRs hubo una mayor
diferencia con el agrupamiento de las lineas sweet corn (maiz dulce) y popcorn
(maiz reventador), las que fueron agrupadas en nuestro trabajo dentro el grupo
NSS (Non-Stiff Stalk, cuya representante es MO17). Con el analisis de SNPs
sucedio algo similar (Tabla 4) aunque se observé una mayor proporcion de las

lineas que difirieron con respecto a la clasificacion de (Liu et al 2003).

Para analizar las salidas graficas de k=2 y k=3 se tomaron como lineas de
referencia a B73 para el grupo SS, MO17 y A619 (del subgrupo Oh43) dentro
del grupo NSS, y CML10 para las semitropicales.
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Tabla 3. Comparacion de agrupamientos obtenidos en (Liu et al., 2003) y los obtenidos
en el presente trabajo con SSRs (k=3). En celdas color verde se destacan las
coincidencias de agrupamientos, en amarillo las lineas que en el trabajo se encuentran
incluidas dentro de la subpoblacién NSS, en naranja las lineas de la subpoblacién TS
y en gris las lineas que no estan incluidas en el trabajo.

Grupo | Subgr
upo

Lineas

Hy:T8
:Wf9
M14:
Oh43
COo10 Cl.18 CO10 CO22 K187 ND24 W401
9:Mot1 7-2 9 0 6
C103 L317

L1546

SC35
7

SC21 | SC21
3R 3

NSS C

SS

H100

Suwa CML3

TS early

mixed

Sweet corn 1101t 16772

Popcorn HP30 129 IDS28 IDS69 SA24 Sg18 Sg15
1 33

A188  A272 A441- AG56 B79 | B94 B105 B164 C49A CML7 CML9

5 7 2
CML3 CML3 CMvV3 CO15 CO25 D940 DE3 EP1 F2 F2834 F7  Hi27 N37T

23 28 9 5 Y T N
Mixed 1205 = IDT Ky226 Ky228 L578 & Le23 Le773 M37 Mo18 Mo24 Mp33 MS15
w w W 9 3
N7A° NC26 NC32 NC36 NC36 NC36 NC36 NC37 Oh7B Oh60 SC55 SD40 = SD46
4 0 0 2 4 6 0 3
T232  TEA Tx303 | Tzil1 Tzi16 Tzi25 U267 Va99 W17 W117  W182
Y Ht B
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Tabla 4. Comparacién de agrupamientos obtenidos en (Liu et al., 2003) y los obtenidos
en el presente trabajo con SNPs (k=3). En celdas color verde se destacan las
coincidencias de agrupamientos, en amarillo Las lineas que en el trabajo se
encuentran incluidas dentro de la subpoblacion NSS, en naranja las lineas de la
subpoblacién TS, en celeste las lineas de la subpoblacién SS y en gris las lineas que
no estan incluidas en el trabajo

Sub Sub
Lineas
pobla
cion grupo
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v [ast9 ez Hes  mie OM0 onag M PATO vagg vags
co10 Ci18 CO10 CO22 MS13  ND24
onor (4656 sz Go1B 010 CO22 yagr yyoqy MISTS ND24 g4
C103 |B57 103 Cf23 DE2 317 L1546 QCZ‘F’ 2‘026
Gas Ga20 GT11 SC35 SC2f
NsS |25 |4z pag 20 STI SC3SC2 T
QSS' 3841 A239 A659 AR4 CM7 CM37 R168 |Modd MST1 3‘026 ZQSB RE  RITT W2
Ke4w [33-16 CI31A Cl64 Cl66 CI7 55\;55 KY21 K55  Kes 0"\,162
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S8 Iaeatr DEB1 ygg
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CML2 Q619
121 p ;
Suwa CML3 K1200
Su"a | og o KI9 )
ML CML1
o CMLY “ TX601
Ts [onE
NG NC3s
oML
Ts-
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Sweet 118213\ o1t 677 P39
comn 2
Popcomn TP?’O 9  IDS28 IDS6Y SA24 Sgi8 23915
A188  A272 2\441' AG56 B79 B9  BI05 B164 CA9A ?M” 1CML9 SMLQ -
CML3 CO15 CO25 D940 o H3TT
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Para el caso de SSRs, cuando se definié un k=2 (Fig. 1) se observo que
las lineas tropicales se encuentran agrupadas y se mantienen discretas
mientras se incrementa el valor de k. Practicamente al pasar de k=2 a k=3 solo
varia las lineas pintadas de rojo, dividiéndose en SS y NSS, siendo estas en su
mayor numero. Para un k=3 (Fig. 2) se definieron tres subpoblaciones
discretas. Una de ellas, con lineas semitropicales (TS, cédigo 52 a 87)
permanecieron separadas del resto a lo largo de las simulaciones k=1 a 6. Esta
subpoblacién agrupé a: CML10, CML103, CML108, CML11, CML14, CML218,
CML220, CML228, CML238, CML247, CML254, CML258, CML261, CML264,
CML277, CML281, CML311, CML314, CML321, CML322, CML328, CML331,
CML332, CML333, CML341, CML38, CML45, CML5, CML52, CML61, CML69,
CML77, CML92, NC354, NC356, NC358, NC360, NC362, NC364, NC366, y
NC368. Dentro de las templadas, hubo mayor niumero de lineas pertenecientes
al grupo NSS que a SS. Dentro de la categoria mezclas (mixed) hubo una
proporcion mayor de la mezcla SS/NSS y NSS/semitropical que

SS/semitropical.
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Figura 2. Estructura genética del panel de lineas de maiz estimada con SSRs (k=3

Run 8).
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Para el caso de SNPs, cuando se establecié un k=2 (Fig. 3) se observo
en particular una subpoblacion discreta perteneciente a las semitropicales
(lineas con pertenencias Q 20,8), que permanecieron agrupadas hasta k=6
(Anexo 3), diferenciandose notoriamente de las templadas. Esta subpoblacion
practicamente discreta agrupo a semitropicales y fue coincidente a lo obtenido
para SSRs. Para un k=3 (Fig 4) se definieron tres subpoblaciones discretas
con lineas pertenecientes a SS, NSS y semitropicales. Al igual que con SSR,
dentro de las templadas hubo mayores cantidades de lineas pertenecientes al
grupo NSS que a SS. Dentro de la categoria mezclas (mixed) hubo una mayor

proporcion de mezcla entre SS/NSS y NSS/semitropical que SS/semitropical.
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Figura 3. Estructura genética del panel de lineas de maiz estimada con SNPs (k=2
Run 7).
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Figura 4. Estructura genética del panel de lineas de maiz estimada con SNPs (k=3
Run 9).

Parentesco

Debido al tamafio de las tablas de matrices de parentesco (KSRRs y
KSNPs) se realizaron histogramas con el fin de observar la magnitud de las
relaciones de parentesco obtenidas con cada set de datos. Se puede observar,
tanto en la Fig. 5 (SSRs) como en Fig 6 (SNPs), los valores en su mayoria
fueron cero o muy préximos a cero. La distribucion de coeficientes fue distinta
entre marcadores, para SSRs se lograron conteos mas distribuidos en el rango
0,01-0,04 (Fig. 5), mientras que para SNPs la mayor participacion fue de ceros
y con una tendencia a una distribucibn mas uniforme a medida que

aumentaban los valores de los coeficientes hacia valores de 0,20 (Fig. 6).
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Figura 5. Histograma de los coeficientes de parentesco obtenidos SSRs.
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Figura 6. Histograma de los coeficientes de parentesco obtenidos con SNPs.

Mapeo de QTLs

Los datos fenotipicos del conjunto de 11 ambientes y de las medias
ajustadas de los 11 ambientes (BLUE) se analizaron mediante histograma. En
el caso de 11 ambientes (Fig. 7a) se logré una distribucién que ajusta mejor a

una distribucion normal comparado con BLUE (Fig. 7b).

En este ultimo caso, si bien se observo una tendencia a la bimodalidad
de los datos fenotipicos se consideré que la distribucibn de datos fue
suficientemente buena para utilizar los datos sin transformacion. Aclarando que
el procedimiento estadisticamente correcto es la comparacion de distribucion

de datos de erros del modelo y no de los datos fenotipicos observados.
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Figura 7. Histograma de valores fenotipicos (suma térmica a antesis) del

conjunto de 11 ambientes (a) y de las medias ajustadas (BLUE) de dichos ambientes

(b).

El gen ZmCCT fue identificado como GRMZM2G381691 codificando en
la cadena negativa en coordenadas AGPv4:10:94.434.089:94.435.401:-1,
aproximadamente 94,2 Mbp en version 2, ZmB73_RefGen_v2.fa (Fig. 9). Los
dos marcadores SNPs completamente ligados de la region A6 (Fig. 8), -1412 y
-1520, se localizaron rio arriba a aproximadamente 1,479 pb de
GRMZM2G38169 en correspondencia a lo informado por (Hung et al., 2012)
(Fig. 10).
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Figura 9. Localizacion del fragmento A6 (barra diagonal) conteniendo los marcadores

SNPs ligados a floracion ubicado rio arriba de GRMZM2G381691.
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Figura 10. Localizacién del gen ZmCCT (barra azul). A1 a A6 se indican los fragmentos
secuenciados para descubrir marcadores. En el fragmento A6 (extragénico) se indican
los marcadores SNPs ligados a dias a floracion identificados por (Hung et al., 2012).

Para aplicar el método del gen candidato ZmCCT se realizaron las
combinaciones de analisis con matrices de estructura, parentesco, datos

fenotipicos y los marcadores SNPs e INDELs de la regiébn A6 y cuyos
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resultados se resumen en Tabla 5. El analisis GLM sin correccion (caso 1) logro
resultados significativos al 1 y al 5% mientras que la correccién por estructura
no logré resultados significativos. En el caso de MLM, los resultados
dependieron del tipo de datos fenotipicos utilizados y del ajuste por estructura
como en el caso GLM. Para datos fenotipicos de experimentos individuales y
ajuste por Q y K, todas las combinaciones de analisis dieron resultados
significativos al 1 y al 5%. Mientras que el resultado de ajuste solo por K
dependio del tipo de matriz K. En general, el uso de datos fenotipicos medios
ajustados (BLUE) en lugar del conjunto de experimentos individuales no logro
resultados significativos. En todos los casos los valores aditivos fueron
positivos lograndose mayores valores absolutos para GLM sin correccion (caso
1) y caso 4 (A).

Tabla 5. Valores de significancia y aditividad para diferentes combinaciones de analisis
empleando el método del gen candidato ZmCCT. En color amarillo y rojo se
representan aquellos valores de p que resultaron significativos al 5% (0,05/103=4,85)
y al 1% (0,01/103=9,70®), respectivamente.

modelos Valor de p de los marcadores | Valor Aditivo (2*a)
226 368 226 368
Caso 1 GLM ﬁ 90,6 90,6
Caso2 A GLM-QSSR 2,40 X 10° 2,40 X 10° 30,2 30,2
B GLM-QSNP 5173x10° | 5173x10° | 26,9 26,9
Caso3 A |MLM- QSSR/IKSSR-c58 | 4,422x10° | 4,422x10° | 305 30,5
ZmCCT B [ MLM- QSSR/KSNP-c41 | 4,004 x 10" | 4,004 x 10" | 29,6 29,6
11Amb.  C | MLM- QSNP/KSSR-c58 34,7 34,7
D | MLM- QSNP/KSNP-c41 34,7 34,7
Caso3.1 A MLM- QSSR/KSSR 6,375x 10" | 6,375x 10 7,43 7,43
ZmCCT B MLM- QSSR/KSNP 8,814x 107 | 8,814x10° | 26,6 26,6
Blue C MLM- QSNP/KSSR 3,086 x 107 | 3,086x10° | 16,12 | 16,12
D MLM- QSNP/KSNP 6,32 x 107 6,32 x 107 27,7 27,7
Caso4 A MLM-KSSR-c58 _ 75,4 75,4
ZmCCT B MLM-KSNP 5,75 x 10° 5,75 x 10° 51,7 51,7
11Amb. Bl MLM-KSNP-c41 — 39,8 39,8
Caso4.1 A MLM-KSSR 2,845x 10° | 2,845 x 10 42,6 42,6
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ZmCCT Blue B MLM-KSNP 1,195x 10° | 1,195x 10° | 40,25 | 40,25

Para aplicar el método de marcadores de distribucién genémica (GWAS)
se realizaron las combinaciones de analisis con matrices de estructura,
parentesco, datos fenotipicos y de marcadores del cromosoma 10 a fin de
obtener marcadores SNPs asociados préximos al gen ZmCCT. Los resultados
obtenidos para los diez primeros marcadores asociados ordenados con menor
valor de probabilidad se resumen en Tabla 6. En general se observa que no se
lograron marcadores fisicamente cercanos a los previamente asociados con el
método del gen candidato, esto son: PZE1094244760 (94.420.967 bp en V2) y
PZE1095719172 (95.925.762 pb en V2) y que hubo mdultiples marcadores

significativamente asociados con valores de probabilidad significativos.

La comparacion de resultados entre modelos GML y MLM permite
establecer la eficacia del MLM para reducir falsas asociaciones causadas por
relaciones de parentesco y estructura genética. En este caso de GWAS, dentro
de modelos GLM, el numero de marcadores significativos se redujo al utilizar
una correccién por las relaciones de estructura estimada con SNP (caso 2B).
En el caso MLM, se redujeron los marcadores significativos al utilizar datos
fenotipicos medios ajustados (BLUE) (casos 3.1 y 4.1). La reproducibilidad de
resultados entre modelos se puede analizar por ejemplo con el marcador SNP
(A/G) posicionado en la coordenada 104.891.334 bp (Tabla 6, letra en color
rojo). Se observa que este SNP fue seleccionado en siete modelos probados,
teniendo el alelo A en estado homocigota un valor aditivo positivo, que varié de
30 a 57,3 grados dias). En este caso, por ejemplo, se observa ademas que la
introduccién de una base inespecifica (que no fue filtrada) en la tabla de datos
de secuencia ocasion6 que el programa TASSEL muestre el valor aditivo de
ambos alelos, siendo que en general este programa utiliza por convencion uno

de los alelos de referencia asignandole un valor de cero.
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Tabla 6. Valores de significancia y aditividad para diferentes combinaciones de analisis
empleando el método de marcadores de cobertura genémica. En color amarillo y rojo
se representan aquellos valores de p que resultaron significativos al 5%
(0,05/30.799=1,62"°) y al 1% (0,01/30.799=3,25), respectivamente. En letra negrita se
indican aquellos marcadores que fueron significativos al menos en dos modelos. En el
caso GLM-QSNP se agregaron en letra gris, marcadores y valores p no significativos
ordenados para hacer comparativa la lista de marcadores y sus resultados.

Modelos Posicion Valor p Valor aditivo (2*a)
Caso 1 GLM 113.167.845 | 2.12E* -58,5
Caso2 A GLM-QSNP 104.891.334 | 2.91E° A57,3/ G -29
GLM-QSSR 122.266.884 | 1.04E° -70,9
110.297.615 | 5.17E 103
110.298.371 | 4.39® -111
104.891.334 | 2.87E% A52/G -39
110.201.869 | 7.54E%° -110
Caso 3A 122.266.884 | 4.22E% -69
MLM- QSSR/KSSR-c58
11Amb. 103.635.697 | 2.34E™ -83
113.709.297 | 4.55™ C 10/ T -39
117.565.801 | 5.22E% 55
125.970.874 | 6.76E™ -57
125.969.218 | 1.81E*° 64
27.697.179 | 7.29°° -90
121.749.588 | 7.61E°° 58
121.749.594 | 7.61E°° 58
121.750.451 | 5.54E% -73
Caso3B 110.297.615 | 1.65E% 92
MLM- QSSR/KSNP-c41
11Amb. 121.746.541 | 2.93E* 62
104.891.334 | 8.3E% A 40/ G -40
121.750.640 | 1.73E% 58
121.750.641 | 1.73™ -58
125.970.874 | 4.73™ -53
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104.891.334 | 2.33°° A62/G-23
110.298.371 | 6.62E* -98
110.297.615 | 1.31E% 89
65.967.953 2.08E% A134/G 171
Caso3C 89.986.504 | 4.92E% 70
MLM- QSNP/KSSR-c58
11Amb. 103.635.697 | 8.26E% -77
125.970.874 | 6.07E%° 51
110.201.869 | 6.49%° -94
65.622.760 7.04E% -40
27.697.179 7.32E%° -75
27.697.179 5.91E % -83
89.986.504 2.49E% -70
104.891.334 | 2.53e% A49/G -29
65.967.953 1.156%° A97/G 135
Caso 3D 121.749.588 | 1.21E% 51
MLM- QSNP/KSNP-c41
11Amb. 121.749.594 | 1.21E® 51
137.354.078 | 4.17E° 73
137.354.081 | 4.17E° C73/G 107
137.354.080 | 4.17E® G107/T73
144.679.458 | 2.43e™° A45/G 73
113.167.845 | 1.32E™ -82
Caso 3.1A 147.928.921 | 1.23 82
MLM- QSSR/KSSR
Blue 5.749.783 1.47E7°° 87
138.662.733 | 1.49° -49
Caso 3.1B MLM- QSSR/KSNP No da significativo ningin marcador
Caso 3.1C MLM- QSNP/KSSR No da significativo ningin marcador
Caso3.1D MLM- QSNP/KSNP No da significativo ningin marcador
113.167.845 | 2.63E™ -97
133.881.061 | 1.11E™ -80
147.726.754 | 2.14E 77
Caso 4 A
MLM-KSSR-c58 125.969.218 | 2.547 88
11 Amb. s
125.969.248 | 2.54E 88
125.969.238 | 2.54E® -88
133.881.100 | 2.46E -79
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113.709.297 | 2.93¥ C37/T-25
5.380.987 2,97 -87
5.380.988 2.97E¥ -87
27.697.179 5.07E° -95
121.749.588 | 1.44E2 58
121.749.594 | 1.44E% 58
113.519.493 | 8.28E% 50
Caso 4B 113.709.297 | 9.71E% C25/T-22
MLM-KSNP
11 Amb. 143.935.843 | 2.95e% -73
2.991.744 8.50E% -62
21.948.309 3.938% 48
121.746.541 | 9.00E® 61
104.891.334 | 9.37E® A30/G-50
113.167.845 | 1.32E™ -82
Caso 4.1A 147.928.921 | 1.23 82
MLM-KSSR
Blue 5.749.783 1.47E7°° 87
138.662.733 | 1.498 -49
-06
Caso 4.1B 125.969.218 | 1.47E 61
MLM-KSNP 125.969.248 | 1.47E°° 61
Blue
125.969.238 | 1.47E° -61
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DISCUSION

El mapeo de asociacion tiene multiples ventajas con respecto al mapeo
tradicional pero ambos métodos son complementarios para validar resultados
(Zhao et al.,, 2011, Korte y Farlow, 2013). Entre las ventajas, el mapeo de
asociacion permite aumentar la escala para investigar la variabilidad fenotipica
en un elevado numero de genotipos que en la poblacion en conjunto expresan
simultdneamente diferentes formas alélicas de un gen o QTL responsables de
un caracter. Otra gran ventaja, es la posibilidad de utilizar como poblacion de
mapeo una coleccion de materiales mayormente homocigotas, como ser lineas
experimentales, comerciales, variedades de programas de mejoramiento
antiguo y moderno (panel de asociacion), con el ahorro de tiempo sustancial
comparado al tiempo que implica la preparacion de una poblacion de mapeo
tradicional (Flint-Garcia et al., 2005). Por otro lado, una gran desventaja del
mapeo de asociacion es la ocurrencia del error Tipo | en las asociaciones
marcador-fenotipo (falsos positivos) debida a relaciones de parentesco y
estructura genética dentro del panel de asociacion (Yu et al., 2006). Del mismo
modo, la propiedad intrinseca del panel de asociacién (composicion, relaciones
de parentesco y estructura genética, numero, tipo, distribucién y grado de
desequilibrio de los marcadores moleculares) condicionan la precision de las
asociaciones marcador-fenotipo, y asi la aplicacién tanto del método GWAS o
del gen candidato (Rafalski, 2002). Con el objetivo de mejorar la precisién
estadistica del mapeo de asociacion, una nueva poblacion denominada
poblacién de asociacion anidada se encuentra actualmente muy difundida en
especies vegetales, entre ellas maiz (Yu et al., 2008). En dicha poblacion, un
parental recurrente (linea B73, en maiz) es cruzado en forma recurrente con un
grupo de lineas que maximizan entre ellas la diversidad genotipica y fenotipica
para desarrollar asi una poblacion recombinante endocriada (Yu et al., 2008).
Por ultimo, cabe aclarar que en general las estimaciones de relaciones de
parentesco y de estructura se realizan con marcadores de cobertura gendémica,
distanciados fisicamente a fin de minimizar el desequilibrio de ligamiento y
cumplir con los supuestos del modelado bayesiano (Pritchard et al., 2000). En
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cambio, el GWAS requiere mayor densidad de marcadores que puede ir de los

miles a millones segun tamafo del genoma y capacidad de genotipado.

En este trabajo, se utilizd un panel de asociacion de maiz ampliamente
caracterizado a nivel genotipico y fenotipico en Estados Unidos, compuesto por
genotipos templados de dos grupos heteréricos (SS y NSS), tropicales y
semitropicales y en menor medida materiales dulces y para pochoclo. Dicho
panel ha servido de base a estudios de modelado estadistico (Liu et al., 2003;
Flint-Garcia et al., 2005; Yu et al., 2006) e identificacion, junto a la poblacién de
mapeo anidada, de genes y QTLs de interés agronémico como ser arquitectura
de planta (Tian et al., 2011), calidad de grano (Cook et al., 2012) y respuesta al
fotoperiodo (Hung et al., 2012). Para tal fin, se seleccion6 este ultimo como
referencia para modelar el procedimiento estadistico que tuvo como resultado
la identificacion del gen ZmCCT como responsable de la respuesta
fotoperiddica en maiz, utilizando la poblacion anidada para método GWAS
como procedimiento de aproximacién a genes candidatos y el panel de
asociacion para el método del gen candidato con el fin de reducir la region y el
namero de genes candidatos identificados previamente en el cromosoma 10. A
diferencia de dicho trabajo, en el presente trabajo ambos métodos fueron
aplicados en forma simultanea utilizando exclusivamente el panel de
asociacion, el mismo set de SNP de ZmCCT (secuencias de la region A6, rio
arriba del gen) para el método gen candidato y un set de marcadores SNP
diferentes (Maize282_imputed_AllZea_GBS_Build_July 2012) para el GWAS, y
diferentes combinaciones de modelos mixtos ajustados por parentesco y
estructura, calculados ademas con diferentes sets de datos descriptos en
(Hung et al.,, 2012). Cabe aclarar que la obtencion del set de datos
moleculares utilizados en (Hung et al., 2012) y anteriores, no resulté completa.
Solamente se lograron caracterizar con iguales niveles de datos comunes de
SSR, SNP (para el célculo de parentesco y estructura) y datos fenotipicos a
223 lineas de las 282 descriptas originalmente. Una razén de dicha dificultad,
fue la falta de provision de parte de los autores de la informacion digital
sumando al avance de la generacion en Estados Unidos de set de datos

genotipicos de SNP por diferentes proyectos de descubrimiento de marcadores
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por genotipado por secuenciacion masiva (Hapmap 1, 2 y 3) y la renovacion de
la apariencia y contenido de la web Panzea que fue eliminando paulatinamente
datos de SSR y SNP antiguos.

Las estimaciones de parentesco y estructura variaron ligeramente segun
el tipo de marcadores utilizados (553 SNP vs 94 SSR en nuestro caso). Pero
ambos sets de marcadores lograron aproximar resultados a los obtenidos por
(Liu et al., 2003) utilizando el mismo set de 94 SSR. Similares resultados se
observaron en la separaciéon de grupos dentro de una coleccion de girasol
(Fillipi et al., 2015). La explicacion de las ligeras diferencias de agrupamientos
entre SNP y SSR podria atribuirse a la naturaleza bialélica de los SNP y
multialélica de los SSR, que confiere a estos Ultimos mayor riqgueza alélica y
capacidad discriminatoria con menor cantidad de marcadores (Guichoux et al.,
2011). Con respecto a las estimaciones de parentesco y estructura, se conoce
gue ambas pueden ser Utiles para ajustar el analisis del modelo de asociacion
porque pueden revelar diferentes niveles de grados de covarianza genética
entre los genotipos de un panel de asociaciéon (Yu et al., 2006). Asi la
distribucion de coeficientes de parentesco (kinship) estuvo muy concentrada
hacia valores de cero indicando una muy baja relacion de parentesco entre
genotipos (valor cero) o bien, relaciones de parentesco muy bajas, pero dentro
de un rango muy estrecho, como lo obtenido previamente en otros paneles de
asociaciéon de maiz (Olmos et al., 2016, Romay et al., 2013). En cambio,
utilizando el mismo set de datos moleculares los resultados de Structure en
general separan a los genotipos dentro de clusters discretos (Q > 0,8) lo que
permite clasificar a los genotipos dentro de subpoblaciones de una forma mas
simple y clara (Pritchard et al., 2000). En otro sentido, la conformacion de un
panel de asociacidon busca maximizar la varianza genotipica para identificar
multiples formas alélicas de un gen de interés (Oraguzie y Wilcox, 2007). Sin
embargo, el parentesco y la estructuracion de la poblacién que determina los
grupos conlleva a aumentar la probabilidad de ocurrencia de falsos positivos
(Korte y Farlow, 2013). Esto es debido a que la conformacién de un panel con
genotipos altamente diversos, en baja frecuencia, genera a su vez un set de

alelos de baja frecuencia que al ser filtrados (eliminados, como se recomienda
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en los protocolos de mapeo de asociacion) trae aparejado la perdida de la
asociacion marcador-fenotipo por la eliminacion del marcador. Tal es la
situacion sucedio por ejemplo con un alelo que confiere alto contenido de &cido
oleico en maiz el cual, al ser de origen ancestral, se encuentra en muy baja
frecuencia en las colecciones de lineas modernas de maiz y donde el mapeo
de asociacion no resultd exitoso para su deteccion (Beld et al., 2008). En el
caso del gen ZmCCT, sucede una situacion similar. Las variantes alélicas
asociadas, se encuentran presentes mayormente en genotipos tropicales que
en estado puro no son utilizados en clima templado para la produccién de
granos por justamente su ciclo largo ciclo que demora la fase reproductiva. De
esta forma, si bien la mayoria de los genotipos cultivados en clima templado
tienen una cierta respuesta al fotoperiodo, es decir los dias largos de fin de
primavera a comienzo de verano (en el hemisferio sur) demoran la iniciacion
del &pice reproductivo durante la fase juvenil (hasta fase V7,
aproximadamente), el termoperiodo es el mayor determinante de la duracion
del ciclo (Hung et al., 2012). En este sentido, la conformacién de un panel de
asociacion con las formas alélicas del gen ZmCCT asociadas a la respuesta
fotoperiddica (alelos C/T en ambos casos, donde C revelaba un efecto aditivo
positivo sobre los dias a floracién) fue numéricamente baja pero lo suficiente
para mantener dichos alelos luego del procedimiento de filtrado por baja
frecuencia (<0.05). En este caso, la resolucién de un fragmento cromosémico
de QTL asociado por GWAS en un gen candidato ZMCCT fue posible en el
trabajo original mediante un GWAS en una poblacién anidada y un mapeo fino
posterior en dos familias recombinantes endocriadas del cruzamiento B73 por
CML228, CML277 y Kill, adicionalmente una poblacién segregante entre
teosinte (especie antepasado del maiz con respuesta al fotoperiodo) y W22
(linea templada con baja respuesta al fotoperiodo) permitié asociar a los dos
SNPs ligados PZE1094244760 y PZE1095719172 posicionados rio arriba de
ZmCCT. Finalmente, los autores pudieron comprobar mediante lineas
isogeénicas segregantes en ZmCCT que el alelo de teosinte poseia un efecto
aditivo de 9 dias de demora en floracion con respecto a W22. Se evidencia en
el trabajo de (Hung et al., 2012) la importancia de contar con diferentes clases
de poblaciones de mapeo para identificar un gen candidato como ZmCCT con
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bajo efecto aditivo. La poblacion NAM de maiz cuenta asi con 26 familias
derivadas de B73 con lineas templadas y tropicales (unas 6.000 familias de
lineas recombinates endocriadas) genotipadas con millones de SNP, pudiendo
evidenciar asi expresiones de efectos de QTL bajo diferentes fondos genéticos
(Yu et al., 2008). El hecho de que otras lineas que tienen el efecto contrario de
acortar los dias a floracién en dias largos (CML322, Ki3, Oh43, y Tx303) tengan
un haplotipo (similar secuencia de marcadores) que B73 (la linea templada de
referencia), sumado a que los dos SNP ligados se encuentran por fuera del gen
ZmCCT, indica el caracter complejo de la respuesta al fotoperiodo en maiz y su
posible interaccion con otros genes o QTLs como el gen que regula el tiempo a
floracién Vgtl localizado en el cromosoma 8 (Salvi et al., 2008). Debido a la
naturaleza compleja de efecto de este QTL, como los que se manifiestan en la
mayoria de caracteres agrondmicos relacionados a rendimiento (Xu y Crouch,
2008), estos tipos de estudio son de mucha utilidad como modelos para ser
aplicados en la resolucién de problematicas locales que permitan concretar la
aplicacion de la seleccion asistida por marcadores en programas de
mejoramiento locales que cuentan con recursos de genotipado y fenotipado

mas limitados.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir:

> Fue posible reproducir con ambos sets de datos de SSR y SNP los
resultados de agrupamiento de las lineas del panel de maiz originalmente
clasificados con SSR. Las lineas templadas se agruparon asi en sus respectivos
grupos heteroticos SS y NSS y al resto segun su origen (semitropical y tropical) y
tipo de grano (dulce, reventador).

> El método de mapeo del gen candidato utilizando similares secuencias
de la regién A6, rio arriba, de ZmCCT permitié reproducir la deteccion de los SNPs
ligados con la respuesta fotoperiddica de los tiempos a floracion y espigazon en
maiz.

> El método de mapeo GWAS con diferentes sets de datos y poblacion
utilizada originalmente, solo pudo identificar set de SNPs ligados a la respuesta al
fotoperiodo distales a ZmCCT (distantes entre 5 a 25 millones pb hacia el
telbmero) pero ninguno cercano a los 95 millones de pb donde se posiciona
ZmCCT.

> Los métodos de mapeo GLM y MLM resultaron en diferentes resultados
segun el ajuste por estructura (Q) y parentesco (K). En ambos casos, el ajuste por
Q y K redujo la deteccion de SNP significativos implicando asi una reduccién de
falsos positivos.

> En el caso de MLM el empleo de datos fenotipicos promedios (BLUE) y
set de datos completos por ambientes (11 ambientes) produjo resultados
diferentes. El empleo de datos fenotipicos promedios redujo la deteccion de SNP
significativos.

> Fue posible una reproduccion parcial de los resultados originales
informados segun los marcadores, poblaciones, modelos y ajustes utilizados.

> Estos resultados demuestran la importancia de contar con diferentes
fuentes de poblaciones de mapeo y procedimientos de analisis estadistico con el
fin de verificar y validar los resultados obtenidos en el mapeo de QTL.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados de estructura genética del panel de lineas de maiz de USDA (Liu
et al.,, 2003). (NSS) lineas templadas denominadas Non-Stiff Stalk cuya linea
represnetativa es MO17, (SS) lineas templadas Stiff Stalk cuya linea representativa es

B73, (TS) lineas tropicales o semitropicales, (Sweet corn) maiz dulce, (Popcorn) maiz

pisingallo.

1 a 1

NSS Hy:T8:WE9
MI4:0h43
CO109:Mol7
C108
Ga:SC
NSSX
K64W
NSS-mixed

SS B14A
B37
N28
B73
SS-mixed

TS T7l
Suwan
CMLate
CML-early
NC
CMLP
TS-mixed

Sweet corn

Popcorn

Mixed

CI21E, H49, Hy, MolW, Pa875, Pa880, T8, Val7, Val4, Va22, Vass, Val02, W644, WF9

AB19, Gn2, HO5, M14, OR40B, Oh43, Oh43E, PAT62, Va26, Va5

AB56, AG8?, CL187-2, CO109, CO220, K187, Mol7, MS1334, ND246, W401

B57, C103, €123, DE2, L317, L1546, NC238, NC262

4996, F44, Ga209, GT112, SC357, SC213R, SC213

3811, A230, AG59, AR4, CM7, CM37, R168, Modd, MST1, NC260, PASS4P, R4, RI77, W22

3316, CL31A, CL64, CL66, C17, E2558W, Ky21, K55, Ko4, M162W

AB54, AG54, B2, B52, B0, B77, BY7, B103, CO106, CO125, F6, Fe2, F09, Mid2, N6, 0s420, Pa0l,
RI09B, SD44, T234, WI53R

AZ14N, A632, A634, A635, A665, B14A, B64, B6S, CM105, CM174, HOL

B37, B76, H84, NC250

N28, N2Ht

A6T9, AG680, B73, B84, B104, B109, NC328, NC372, R229

AB41, De811, H100, N192, N196, NC204, NC368

A6, CML52, CML238, CML287, NC358, 06199, Tzi8, T, Tzil0, Tzil8

BO6, CML69, CML228, CML349, Kid, Ki9, Kill, Kil4, Kid4, Ki2007

CML5, CML, CML61, CML103, CML220, CML254, CML258, CML261, CML264, CML3 14, Tx601

CMLI4, CML247, CML311, CML321, CML322, CML331, CML332

NC206, NC298, NC304, NC336, NC338, NC348, NC350, NC352, NC354

CMLI0, CMLL1, CML45, CML277, CML281, CML333, CML341

CML38, CML108, NC300, NC356

142132, T114H, T1101t, T1677a, P30

HP301, 120, IDS28, IDSG9, SA24, Sg18, Sg1533

AL8S, A272, A4415, AG36, BT, BO4, B105, B164, C49A, CMLT7, CMLO1, CMLO2, CML21,
CML323, CML328, CMV3, CO150, CO255, DOAOY, DES, EP1, F2, FI834T, F7, Hi27, 171N,
1205, IDT, Ki43, Ky226, Ky228, L578, Le23, Le773, M3TW, Mol8W, Mo24W, Mp339, MS153,
N7A, NC264, NC320, NC360, NC362, NC364, NC366, NC370, Oh7B, Oh603, SC55, SDA0, SD46,
T232, TEA, Tx303, Tzil1, Tzil6, Tzi25, U267Y, Va09, W117, W117Ht, W182B
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Anexo 2. Resultados de Structure con SSR

ParameterSet

Tesisluciano
Tesisluciano
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LnP(D)
-86442.6
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-86450.8
-80879.9
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-77172.5
-77128.1
-77146.6
-74921.3
-75512.7
-75254
-73292.2
-73489.1
-73326

-71829.6

Var[Ln
P(D)]

856.6
846
871.2
1986.8
1951.3
1951.7
2397.8
2311
2351.3
2911.6
2821.2
2807.4
3302
3482.1
3350.7

3830.7



Tesisluciano Tesisluciano_run_17 6 -71984.9 3734.5

Tesisluciano Tesisluciano_run_16 6 -71916.2 3884

Gréficos ordenados segun numero de subpoblaciones (K=1 a 6) y repeticiones de
corridas (R=1 a 3)
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Anexo 3. Resultados de Structure con SNPs

ParameterSet
SNPtesinaluciano
SNPtesinaluciano
SNPtesinaluciano
SNPtesinaluciano
SNPtesinaluciano
SNPtesinaluciano
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-116555.4

-117035.4

-117144.9

-115172.7

Var[LnP(D)]
274
274.7
271.8
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693.7
702.3
714.5
1149.7
1151.9
1148.2
1503.4
1646.1
1601.8
22514
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2024.5
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SNPtesinaluciano SNPtesinaluciano_run_18 6 -115187 2195.8

SNPtesinaluciano SNPtesinaluciano_run_17 6 -115611.8  2388.3

Graficos ordenados segun nimero de subpoblaciones (K=1 a 6) y repeticiones de
corridas (R=1 a 3)
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Anexo 4. Lista de lineas con sus codigos

Caédigo Linea Cédigo Linea
1 33-16 113 129
2 38-11 114 I1A2132
3 4226 115 IDS28
4 A188 116 IDS69
5 A214N 117 IL14H
6 A239 118 IL677A
7 A272 119 K55
8 A441-5 120 K64
9 A554 121 Kl14
10 A556 122 KY21
11 A6 123 KY226
12 A619 124 KY228
13 A632 125 L317

68



14 A634 126 L578
15 A635 127 M14
16 A641 128 M162W
17 A654 129 M37W
18 A659 130 MO17
19 A679 131 MO18W
20 A680 132 MO1W
21 A682 133 MO24W
22 B103 134 MO44
23 B104 135 MP339
24 B105 136 MS1334
25 B109 137 MS153
26 B14A 138 MS71
27 B164 139 MT42
28 B2 140 N192
29 B37 141 N28Ht
30 B52 142 N6
31 B57 143 N7A
32 B64 144 NC250
33 B68 145 NC258
34 B73 146 NC260
35 B76 147 NC262
36 B77 148 NC264
37 B79 149 NC294
38 B84 150 NC296
39 B97 151 NC298
40 C103 152 NC300
41 C123 153 NC304
42 C49A 154 NC320
43 Cl187-2 155 NC328
44 CI21E 156 NC336
45 CI31A 157 NC338
46 Cle4 158 NC348
47 Cl66 159 NC350
48 CM105 160 NC352
49 CM174 161 NC354
50 CM37 162 NC356
51 Cm7 163 NC358
52 CML10 164 NC360
53 CML103 165 NC362
54 CML108 166 NC364
55 CML11 167 NC366
56 CML14 168 NC368
57 CML218 169 ND246
58 CML220 170 OH40B
59 CML228 171 OHA43
60 CML238 172 OH43E
61 CML247 173 OH603
62 CML254 174 OH7B
63 CML258 175 0S420
64 CML261 176 P39
65 CML264 177 PA762
66 CML277 178 PA875
67 CML281 179 PA880
68 CML287 180 PA91
69 CML311 181 R109B
70 CML314 182 R168
71 CML321 183 R177
72 CML322 184 R229
73 CML323 185 R4
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74 CML328 186 SA24
75 CML331 187 SC213R
76 CML332 188 SC357
77 CML333 189 SD40
78 CML341 190 SD44
79 CML38 191 SG1533
80 CML45 192 SG18
81 CML5 193 T232
82 CML52 194 T234
83 CML61 195 T8
84 CML69 196 TX303
85 CML77 197 TX601
86 CML91 198 TZI10
87 CML92 199 TZ116
88 CMV3 200 TZI18
89 C0O106 201 TZ125
90 C0O125 202 TZ18
91 CO255 203 TZ19
92 DE2 204 u267Y
93 DE3 205 VA102
94 DE811 206 VA14
95 E2558W 207 VAl7
96 EP1 208 VA22
97 F2834T 209 VA26
98 F44 210 VA35
99 F6 211 VA85
100 F7 212 VA99
101 GA209 213 WI117HT
102 GT112 214 W153R
103 H49 215 W182B
104 H84 216 w22
105 H91 217 W64A
106 H95 218 WF9
107 H99 219 Ki11
108 HI27 220 Ki2021
109 HP301 221 KI3
110 HY 222 K143
111 1137TN 223 Ki44
112 1205
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