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Resumen

Para avanzar en el mejoramiento para tolerancia al estrés hidrico en
maiz (Zea mays L.) es necesario acumular informacion de loci de caracteres
cuantitativos (QTLs) asociados con este cardcter en lineas elite adaptadas a
condiciones de sequia que puedan emplearse para los escenarios de cambio
climatico. En este estudio se evaluaron en los ambientes de sequia y riego un
grupo de lineas dobles haploides derivadas de la cruza LPSC7F64 x CML495y
un grupo de cruzas de prueba hacia la linea CML494. Los resultados indicaron
que en las dos condiciones de humedad, el indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) fue el pardmetro mas asociado con el rendimiento (r, >
0.85), al igual que el indice que combina el vigor temprano, vigor final y la
senescencia (COMBO; r,> 0.68). Se identificaron QTLs para vigor temprano
bajo condiciones de sequia (Bin 1.03) que explican el 10.9 % de la variacién
fenotipica (% VF) (aditividad + 26), al igual que COMBO bajo sequia (Bin
1.02/1.03) con el 7.49 % VF (aditividad + 28). Asi mismo, se ubicaron varios
QTLs para sequia y riego (Bin 4.05), donde sobresalieron COMBO_LR (13 %
VF) y area bajo la curva de la senescencia (AUCSEN) (13.81 % VF); ademas,
se identificaron otros QTLs de COMBO_LR en la Bin 5.05 (11.6 % VF) y
COMBO_LR en la Bin 7.03 (9.9 % VF). Adicionalmente, se localizaron QTLs
para rendimiento (aditividad 0.12 t ha™"). Estos QTLs pueden ser Utiles para
mejorar el rendimiento del maiz bajo condiciones de sequia y riego.
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SUMMARY

In order to make progress in improving tolerance to water stress in maize
(Zea mays L.) it is necessary to accumulate information on quantitative trait
loci (QTL) associated with this character in elite inbred lines adapted to drought
conditions that can be used for scenarios of climate change. In this study, a
group of doubled haploid inbred lines derived from the LPSC7F64 x CML495
cross and a group of test crosses by the CML494 inbred line were evaluated
under dry and irrigated environments. Results indicated that under both
moisture conditions the normalized differential vegetation index (NDVI) was
the parameter most associated with yield (r_ > 0.85), as well as the index that
combines early vigor, final vigor and senescence (COMBO; r,> 0.68). QTL were
identified for early vigor under drought conditions (Bin 1.03), explaining 10.9
% of the phenotypic variation (% PV) (additivity + 26), as well as COMBO under
drought (Bin 1.02/1.03) with 7.49 % PV (additivity + 28). Likewise, several QTL
were also identified for drought and irrigation (Bin 4.05), where COMBO_LR
(13 % PV) and area under the senescence curve (AUCSEN_DS) (13.8 % PV)
were remarkable. Furthermore, other COMBO_LR QTL were located at Bin 5.05
(11.6 % PV) and COMBO_LR at Bin 7.03 (9.9 % PV). Additionally, QTL were
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found for yield (additivity 0.12 t ha™'). These QTL can be useful for improving
maize yield under both drought and irrigation conditions.

Index words: Zea mays, drought, NDVI, QTL, tropic.
INTRODUCCION

Los cereales, como el maiz (Zea mays L.), son el principal
alimento y fuente de energia para los habitantes de la
mayoria de los paises en desarrollo. Cerca del 60 % de las
calorias se derivan directamente de ellos y en los paises
mas pobres se llega hasta el 80 % (Awika, 2011). Entre
los tres principales cereales (maiz, trigo y arroz), el maiz
contribuye con mas del 40 % de la produccién mundial con
1,038 millones de toneladas (FAOSTAT, 2015); ademads, por
su alto potencial de rendimiento, es reconocido como un
cultivo que puede contribuir en alto grado a la seguridad
alimentaria (Almeida et al., 2014).

Se ha comprobado que el cambio climatico se
estd presentando con un aumento en los fendmenos
meteoroldgicos extremos como la temperatura y la
variabilidad de las lluvias (Olivera, 2013). En el informe
del Panel Intergubernamental del Cambio Climatico se
menciona que las sequias se intensificaran durante
este siglo en algunas zonas de Europa Central, América
Central, México, Noreste de Brasil y Sur de Africa debido
a la reduccion de las precipitaciones y al aumento de la
evapotranspiracion (IPCC, 2012). La escasez de agua
es el factor mas limitante del medio ambiente para la
productividad del maiz (Inzunza-lbarra et al., 2018) en las
regiones tropicales y subtropicales (Messmer et al., 2017).
Se estima que el rendimiento se reduce hasta en 39 %
cuando hay unaescasez deaguade 40 % aproximadamente
(Daryanto et al., 2016).

En la historia del mejoramiento por hibridacion se ha
demostrado que la tolerancia al estrés esta mas asociada
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a la ganancia genética que a la heterosis en los genotipos
mas recientes (Duvick, 2005; Reyes et al., 2015) debido
a que se ha mejorado la eficiencia del uso del agua vy el
indice de cosecha. El mejoramiento genético por seleccién
para la tolerancia a la sequia mediante rendimiento
de grano es ineficiente debido a la baja heredabilidad
de ambos caracteres, por lo que se sugiere el uso de
variables secundarias, que proporcionan informacion de
la forma en que el rendimiento cambia en condiciones de
sequia. Idealmente, un caracter secundario debe de estar
correlacionado con el rendimiento de grano en condiciones
de sequia, con variacion genética y altamente heredable;
también debe ser facil, barato y rapido de observar o medir
de forma no destructiva, estable durante el periodo de
medicion y no asociado con la pérdida de rendimiento en
condiciones sin estrés (Lafitte et al., 2003).

Debido a que la tolerancia a la sequia es de herencia
cuantitativa, controlada por muchos genes, resulta
apropiado apoyarse en técnicas moleculares para
identificar los principales procesos fisioldgicos asociados
con la mejora del rendimiento y la determinacion de las
asociaciones gen-fenotipo que permitan aumentar la
eficiencia de la seleccién. El mejoramiento asistido por
marcadores moleculares es una herramienta que agiliza
el avance genético (Ribaut y Ragot, 2007), apoyado por
loci de caracter cuantitativo. Los QTLs permite conocer
la importancia de una region del genoma asociada a un
caracter. En maiz se han descrito varios QTLs asociados a
condiciones de estrés hidrico, como intervalo de floracion,
enrollamiento de la hoja, senescencia, vigor, entre otros
(Almeida et al., 2014; Lu et al.,, 2012; Messmer et al., 2011;
Trachsel et al., 2016).

La deteccion de QTLs en grupos de lineas puede ser no
del todo buena debido a la carga genética para el caso del
maiz, por lo que una solucion es la evaluacion de éstas
en combinacién con un probador (Frascaroli et al,, 2009;
Ramirez Diaz et al., 2019) y asi detectar QTLs consistentes.
El objetivo de este trabajo fue identificar QTLs para la
tolerancia a sequia en una poblacién de maiz de trépico.
La consecucion de dicho objetivo incluyd i) estimacion de
la heredabilidad y la relacion de los rasgos secundarios
con el rendimiento de grano bajo ambientes de sequia y
riego, ii) identificacion de las regiones gendmicas que
influyen en los caracteres secundarios de los regimenes
hidricos, y iii) deteccion de regiones del genoma con QTLs
clave para posteriores trabajos de introgresion asistida por
marcadores de tolerancia a la sequia en maiz tropical.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material utilizado fue un grupo de 166 lineas de maiz
biparentales obtenidas por la técnica de dobles haploides
a partir de las lineas LPSC7F64 (La Posta Sequia C7 F64-2-
6-2-2-B-B-B) y CML495, ademads de 196 cruzas de prueba
obtenidas utilizando la linea CML494. La LPSC7F64 es una
linea que fue derivada de la poblacién La Posta Sequia,
de grano blanco dentado del patron heterdtico B; es un
sintético de la raza Tuxpefo, adaptado a la condicion
del trépico bajo, desarrollado mediante siete ciclos de
seleccion recurrente bajo condiciones de sequia. La linea
CML495 es de grano blanco cristalino desarrollada para
condiciones de tropicos bajos del patron heterdtico A. El
probador CML494 es una linea de grano blanco dentado
obtenido de la poblacion La Posta Sequia Ciclo 4 Familia 7,
de grupo heterdtico AB (http://apps.cimmyt.org).

Sitios experimentales

El experimento se establecio en la estacion experimental
del Centro International de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) en Tlaltizapan, Morelos (18° 41' N, 99° 08' O, 940
msnm) e Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Iguala, Guerrero (18° 20'
N, 99° 30" O, 732 msnm). La siembra se realizé durante
la temporada de invierno seco 2013 y 2014 cuando
normalmente no hay lluvias y se depende de la irrigacion.

Diseno y unidad experimental

Se utilizé un disefio experimental a-latice (0,1) con
blogues incompletos y dos repeticiones. La unidad
experimental fue de un surco de 45 my 0.75 m entre
surcos, un espaciamiento entre plantas de 0.2 m, para una
densidad de 66.6 plantas m™.

Manejo experimental

Se realizaron practicas culturales convencionales en las
parcelas de ensayo y los riegos fueron mediante goteo. El
estrés por sequia se indujo de acuerdo con el protocolo
de CIMMYT (Bénziger et al., 2012) a los 12-15 dias antes
de la antesis (~190 UC). Para el caso de un estrés hidrico
severo indicado por un intervalo de floracion (IF) mayor de
5 d en promedio del ensayo, el riego se aplico 7 d después
de finalizada la antesis, mientras que un segundo riego se
aplicé tres semanas después de la finalizacion de la antesis.


http://apps.cimmyt.org
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En el caso de estrés hidrico moderado, se aplicé un solo
riego durante el periodo de llenado del grano dos semanas
después de la finalizacién de la antesis. El monitoreo de la
humedad se realizé tres veces por semana con una sonda

de humedad del suelo PR2 /6 (Delta-T Devices, Cambridge,

Reino Unido) a profundidades de 10, 20, 30, 40, 60 y 100
cm para la programacion de riegos en el tratamiento de
estrés por sequia.

Datos fenotipicos

Las variables fenotipicas se obtuvieron a lo largo del
ciclo del cultivo. El indice de vegetacion de diferencia
normalizada (NDVI) se capturé alas dos, cuatro, cincoy seis
semanas después de la siembra con un RT-Greenseeker
(Trimble, Ukia, CA, EUA). El NDVI fue medido en cada
unidad experimental a una altura de 0.8 m caminando con
el sensor en medio de los surcos. EI NDVI fue calculado de
la siguiente manera:

-IRC-R
Novi IRC+R

donde: IRC es la reflectividad en el infrarrojo cercanoy R es
la reflectividad en el rojo.

Los dias a antesis (DA) se obtuvieron con el nimero
de dias desde la siembra hasta el 50 % de las plantas
con dehiscencia de polen. El intervalo de floracion fue
medido por el intervalo de tiempo en dias entre la floracion
masculina y la femenina. La altura de planta (AP) se midio
en cm al momento de la floracion desde el suelo hasta la
ultima hoja. La senescencia se registro a las dos, cuatro
y seis semanas después de la floracion mediante una
calificacion visual con una escala de 1 (sin senescencia)
a 9 (senescencia completa). Para NDVI y senescencia, el
area bajo la curva (AUC) se calculd mediante la integracion
de una funcién polinomial de segundo grado ajustada a
mediciones individuales tomadas antes (por NDVI) o
después de la floraciéon (por senescencia). Se adiciond
un indice que integra el vigor temprano (NDVI), vigor final
(altura de planta) y senescencia, denominado COMBO, que
se calculd de la siguiente manera:

- AP x AUCNDVI
COMBO AUCSEN

donde: AP es la altura de planta a floracion, AUCNDVI es
el area bajo la curva de NDVI'y AUCSEN es el area bajo la
curva de la senescencia.

El rendimiento de grano se calculé con el peso de grano
ajustado a una humedad de 12.5 %.
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Analisis estadistico

Los componentes de varianza fueron estimados con
maxima verosimilitud lineal restringida mediante META-R
2.5 (Alvarado et al., 2015). El modelo estandar lineal mixto
para la variable respuesta estuvo representado por:

Y = u+G+E+ GE+ R(E), + BI(RE),,, + €,

En el que p es la media general, G, es el efecto del
i-ésimo genotipo (i = 166 y 196 lineas y cruzas de prueba),
E es el efecto del j-ésimo ambiente (CP_R: j = 2, CP_S:
J =4 Lineas DH.Rj = 2 y Lineas DH_S j = 2), GE, es el
efecto de interaccion del i-ésimo genotipo con el j-ésimo
ambiente, R(E), es el efecto de la k-ésima repeticion dentro
del j-ésimo ambiente, BI(RE),; es el efecto de los bloques
incompletos dentro de la k-ésima repeticion en el j-ésimo
ambiente. El efecto ambiente no fue considerado aleatorio.
Los mejores predictores lineales insesgados (BLUP) se
calcularon para las lineas y cruzas de prueba en las dos
condiciones de riego por separado.

La heredabilidad en sentido amplio fue estimada como:
o—2 ot O—Ze )
e

2= 2 2
H? = /(7 g

donde: o?; es la varianza genotipica, ¢”,  , es la varianza
de la interaccion genotipo x ambiente, ¢?, es la varianza
residual, e es el nimero de ambientes y r es el nimero de
repeticiones por ambiente.

La correlacién genética (rg) entre las caracteristicas se
calculé con la siguiente ecuacion:

r=o0,./0,.0_.

g Tdi)" gl Ta)
donde: o, es la covarianza genotipica entre cada par de
caracteres y 0, 0, es el producto de las desviaciones

estandar genotipicas de cada caracter.

Las correlaciones fenotipicas entre las caracteristicas se
calcularon con base en los BLUP como los coeficientes de
correlacion de Pearson.

Genotipificacion y construccion
de mapa de ligamiento

Se tomaron 12 muestras de hoja por cada una de las
lineas usadas en el estudio. Para el aislamiento del ADN
se uso el procedimiento de CTAB (CIMMYT, 2005). El
ADN de todas las muestras se envié a Cornell University
Biotechnology Resource Center (Ithaca, NY, EUA) para
genotipeo por secuenciacion (GBS), donde se aplico el
protocolo de Elshire et al. (2011). El ADN gendmico se
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digirié con la enzima de restriccion ApaK1. Las bibliotecas
de GBS fueron construidas en 96-plex y secuenciadas en
un equipo lllumina HiSeq 2000 (Illumina, Inc., San Diego,
California, EUA) (Glaubitz et al., 2014; Zhang et al., 2015).
Los marcadores de polimorfismo de nucleétido individual
(SNP) se filtraron e imputaron en el programa TASSEL
GBS y se us6 como referencia el genoma de la linea B73
(Glaubitz et al., 2014). El mapa de ligamiento se construyo
en ICIMv4 con 476 SNP; para estimar la distancia del mapa
se uso la funcion de Kosambi (Kosambi, 1943).

Analisis de QTLs

El mapeo de intervalo compuesto fue realizado con
ICIMv4 (Li et al.,, 2007). Se incluyeron 174 genotipos en el
mapa con una convergencia de 1 ¢cM. Un QTL con valor LOD
mayor o igual que 2.5 fue considerado como significativo
(P <0.05). Un QTL para diferentes caracteres fue declarado
comun cuando sus posiciones con altas puntuaciones LOD
(pico) se ubicaban en la misma posicion. El efecto aditivo se
obtuvo con ICIMv4. El signo de efectos aditivos fue usado
para identificar el origen del alelo favorable. Aditividad
positiva indica un efecto de sustitucion proveniente del
progenitor recurrente (CML495) y aditividad negativa
indica el efecto de sustituciéon proviene del donador
(LPSCTF64). R? representa el porcentaje de la varianza
fenotipica explicada por todos los QTLs detectados para
cada caracter (Zeng et al., 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estimaciones de medias, componentes de varianza
y heredabilidad de las lineas DH se muestran en el Cuadro
1y de las cruzas de prueba en el Cuadro 2. El rendimiento
promedio de la poblacion de lineas DH bajo riego y sequia
fuede 1.9y 0.7 tha',mientras que en las cruzas de prueba
fuede4.11y3.11 tha'parariegoy sequia, respectivamente.
La heredabilidad fue de 0.40 y 0.56 para lineas bajo riego y
sequia, respectivamente (Figura 1), mientras que en cruzas
de prueba (CP) ésta fue de 0.61 y 0.28 para riego y sequia,
respectivamente. La reduccion del rendimiento por efecto
de la sequia fue de 63.16 % para las lineas DH 'y de 24.33 %
para las cruzas de prueba.

En las CP la antesis fue mas temprana que en las lineas
DH. Las heredabilidades fueron moderadas y altas (H* >
0.56) y los coeficientes de variacién bajos (< 2.5 %). La
antesis se presentd antes en las cruzas de prueba bajo
sequia que en las de riego (Figura 1), con lo que se presenta
un escape a la sequia de aproximadamente 4 d.

El intervalo de floracidn presentd diferencias entre
genotipos Unicamente en lineas DH bajo sequia, con un
intervalo de -8 a 2.3 d mientras que en las CP en sequia
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el intervalo fue reducido, de 1.3 a 2.3 d. Las lineas bajo
sequia presentaron una heredabilidad intermedia (H? =
0.68), mientras que las cruzas de prueba presentaron baja
heredabilidad (H? = 0.21).

La altura de planta presenté diferencias significativas
entre las poblaciones en las dos condiciones, donde las
poblaciones bajo sequia presentaron valores mayores que
las de riego para las CP. La diferencia en altura promedio
de la poblacién de lineas DH y CP bajo riego (H? = 0.69
y 0.37) y sequia (H? = 0.74 y 0.84) fue de 10.8 y 29.8 cm,
respectivamente.

La calificacion de SEN1 no presenté diferencias entre
genotipos paralapoblacién CPy las heredabilidades fueron
bajas (H? < 0.24). Mientras que en las calificaciones de
SEN2 sdlo en lineas DH bajo riego y sequia se presentaron
diferencias con medias de calificacion de 2.8 para riego (H?
=0.34) y sequia de 4.8 (H* = 0.42). En SEN3 se presentaron
diferencias entre genotipos en las diferentes poblaciones
de riego y sequia con heredabilidades intermedias, en
Iineas DH la media bajo riego fue de 5.5 (H? = 0.51) y para
sequia de 7.8 (H? = 0.46), en tanto que en cruzas de prueba
en riego fue de 3.2 (H? = 0.37) y en sequia 7.3 (H? = 0.40).
Los resultados en AUCSEN revelaron diferencias entre
genotipos en las lineas DH bajo riego (H? = 0.48) y sequia
(H?=0.51), mientras que las CP bajo sequia no presentaron
diferencias entre genotipos (H? = 0.28).

Los valores de NDVI en las CP bajo riego fueron
mayores, debido quiza a una mejor fertilidad del suelo. Las
heredabilidades van de forma creciente de NDVI1 a NDVI4
(H?=0.29 a0.74). AUCNDVI presenta heredabilidad alta (H?
=0.63a0.75).

Los resultados de COMBO sdlo se presentan para lineas
DH bajo riego (H? = 0.60) y cruzas de prueba en sequia (H?
= 0.65), donde se obtuvieron diferencias entre genotipos.

Correlaciones de las caracteristicas secundarias
con el rendimiento dentro de poblaciones
y condiciones de riego

En el Cuadro 3 se presentan las correlaciones de las
caracteristicas secundariasconelrendimiento. Enlaslineas
DH bajo riego la mayoria de las caracteristicas tuvieron
asociaciones altas con el rendimiento, con excepcién del
intervalo de floracién y senescencia. Para las CP y DH en
riego todas las calificaciones de senescencia, AUCSEN,
NDVI (todas las capturas), AUCNDVIy COMBO presentaron
correlaciones altas y positivas; IF presentd correlacion
intermedia, mientras que el resto no presenté correlacion.
En las Lineas DH en sequia la altura de planta presenté la
mayor asociacion con el rendimiento con una correlacion
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Cuadro 1. Estimacién de medias, componentes de la varianza y heredabilidad del rendimiento y caracteres secundarios de
lineas DH bajo riego (R) y sequia (S).

Caracteristica Condicion Media o’ 0% e 0%, H? CV (%)

R 1.9 0.15 0.29*+ 0.29 0.40 28.1
RG (tha™)

S 0.7 0.04 0.02* 0.09 0.56 418

R - - - - - -
DA (d)

S 89.1 8.96 1.57x 476 0.82 2.45
F ) R 0.28 36x10M" 3.85%x 13.05 70x107 1292

S -1.1 291 0.58+ 437 0.68 199.9

R 111.3 108.63 1.90 146.35 0.74 10.9
AP (cm)

S 100.5 69.36 0.00 124.48 0.69 11.1

R 1.4 0.02 0.03#x 0.21 0.24 31.9
SENT (1-10)

S 2.4 0.03 0.06+ 0.33 0.23 237

R 2.8 0.04 1.6x10% 0.31 0.34 19.9
SEN2 (1-10)

S 4.8 0.06 0.05%« 0.25 0.42 10.4

R 5.5 0.31 0.26%+ 0.66 0.51 15
SEN3 (1-10)

S 7.8 0.35 0.20* 1.27 0.46 14.5

R 915 58.18 37.36%* 173.35 0.48 14.4
AUCSEN

S 142, 85.82 43.01+ 239.70 0.51 10.9

R 0.2 21x10%  20x10% 51x10* 0.49 9.64
NDVI1

S - - - - -

R 0.4 87x10* 40x10% 19x10° 0.56 10.72
NDVI2

S - - - - -

R 0.4 1.4x10%  37x10%% 32x10° 0.60 13.69
NDVI3

S - - - - -

R 0.6 1.4%x10%  26x10%  2.7x107 0.63 9.09
NDVI4

S - - - - -

R 11.3 0.72 0.21+ 1.25 0.63 9.85
AUCNDVI

S - - - - -

R 16.2 7.24 4.97 9.68 0.60 20.43
COMBO

S

RG: rendimiento de grano, DA: dias a antesis, IF intervalo de floracion, AP: altura de planta, SEN: senescencia, NDVI: indice de vegetacion de
diferencia normalizada, AUC (AUCSEN y AUCNDVI): area bajo la curva, o’ varianza genética, o’ . varianza genotipo x ambiente, o”;: varianza
residual, H% heredabilidad en sentido amplio, CV: coeficiente de variacion. -; informacién no disponible, lineas que no prosperaron en una localidad
se eliminaron del anélisis combinado. *: significancia P < 0.05, *+: significancia P < 0.01.
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Cuadro 2. Estimacion de medias, componentes de la varianza y heredabilidad del rendimiento y caracteres secundarios de
cruzas de prueba bajo riego (R) y sequia (S).

Caracteristica Condicién Media o’ e 0%, H? CV (%)
R 4.7 0.32 0 0.82 0.61 22.08
RG (tha™)
S 3.1 0.05 0.15%* 0.68 0.28 26.5
R 84.8 1.45 0.37 3.82 0.56 2.3
DA (d)
S 81.0 2.08 0.29 2.93 0.83 2.1
' R 1.7 0.30 0.09 3.15 0.26 158.5
IF
@ S 1.8 0.13 0.48%x 2.79 0.21 92.8
R 181.6 16.33 6.54 99.64 0.37 55
AP (cm)
S 211.4 101.49 15.47+* 84 0.84 4.3
R 1.7 0.01 0.02 0.16 0.1 23.6
SEN1 (1-10)
S 2.7 0.01 0.01 0.23 0.19 179
R - - - - - -
SEN2 (1-10)
S 39 0.00 ORRES 0.34 0.00 14.7
R 32 0.05 0.001 0.37 0.37 19.2
SEN3 (1-10)
S 7.3 0.07 0.14%* 0.50 0.40 9.5
R - - - - - -
AUCSEN
S 124.2 10.82 31.7% 155.99 0.28 10.1
R 0.31 43x70%  1.1x10%x 20x10° 0.29 14.8
NDVI1
S 0.24 1.8x10% 80x10%+ 7.2x10* 0.39 11.6
R 0.46 20x10° 9.0x10% 36x10° 0.69 129
NDVI2
S 0.41 1.8x10°%  77x10%+ 27x10° 0.71 13.7
R 0.53 28x103 1.4x17078 0.01 0.69 13.6
NDVI3
S 0.49 27x10%  21x10%  41x103 0.72 13.4
R - - - - - -
NDVI4
S 0.59 28x10° 20x10%+ 39x10° 0.74 10.8
R 12.15 1.47 0.00 1.95 0.75 115
AUCNDVI
S 12.00 1.22 1.03+ 1.72 0.72 11.2
R - - - - -
COMBO
S 19.71 290 1.77% 8.96 0.65 15.4

RG: rendimiento de grano, DA: dias a antesis, IF: intervalo de floracion, AP altura de planta, SEN: senescencia, NDVI: indice de vegetacion de diferencia
normalizada, AUC (AUCSEN y AUCNDVI): &rea bajo la curva, o° :varianza genética, o°, | : varianza genotipo x ambiente, ¢°,: varianza residual, H*:
heredabilidad en sentido amplio, CV: coeficiente de variacion, *: significancia P < 0.05, **: significancia P <0.01.
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Cuadro 3. Correlacion genética (rg) y fenotipica (r) del rendimiento de grano con caracteres secundarios de lineas DH y

cruzas de prueba (CP) bajo riego y sequia.

Caracter Lineas DH Riego CP Riego Lineas DH Sequia CP Sequia
r, re r, re I, re r, r

DA 0.78* -0.01 -0.01 -0.07 -0.19* -0.17* -0.17+ -0.09
IF 0 -0.24 0.55%* 0.15 -0.26%* -0.17* 0.73** 0.07
AP 0.30%* 0.26%* -0.09 0.04 0.54%x 0.47 0.42%* 0.34xx
SEN1 -0.45%* -0.26%* 0.99+* 0.42%* -0.10 -0.20~* 0.99** 0.19%*
SEN2 -0.12 -0.22%* 0.99+* 0.42%* -0.11 -0.27** 0.00 -0.06
SEN3 -0.33** -0.33** 0.59%* 0.27** -0.12 -0.23** -0.26** -0.12
AUCSEN -0.29** -0.33#* 0.99+* 0.46%* -0.14 -0.29** -0.58** -0.06
NDVI1 0.77 0.59#x 0.99+* 0.67+* - - 0.99+=* 0.30%*
NDVI2 0.85% 0.67 0.85% 0.70%* - - 0.99+* 0.44%*
NDVI3 0.89** 0.63** 0.84* 0.72%* - - 0.99+* 0.43**
NDVI4 0.99** 0.66** - - - - 0.90+* 0.42%*
AUCNDVI 0.85%* 0.65%* 0.86%* 0.75%* - - 0.9 0.44%*
COMBO 0.68** 0.60%* - - - - 0.96+%* 0.55%*

DA: dias a antesis, IF. intervalo de floracion, AP altura de planta, SEN: senescencia, NDVI: indice de vegetacion de diferencia normalizada, AUC
(AUCSEN y AUCNDVI): drea bajo la curva, *: significancia P < 0.05, **: significancia P < 0.01.

genotipica de 0.54. El resto de las caracteristicas tuvieron
correlaciones bajas y negativas. Para las cruzas de prueba
en riego, los caracteres IF, SENT, NDVI (todas las tomas),
AUCNDVI y COMBO presentaron correlaciones genéticas
altas y positivas.

Analisis y mapeo de QTLs asociados
con tolerancia a sequia

QTLs para rendimiento

En la poblacion de lineas DH con riego se ubicé un QTL
para rendimiento en el Bin 4.1 que explica el 17.8 % de la
variacion fenotipica, el efecto de sustitucion de esta region
contribuye con un incremento de 0.12 t ha™ aportado por
LPS-C7-F64 (Cuadro 4). En la poblacion de lineas DH bajo
sequia se localizaron dos QTLs en los Bin 1.07 y 4.09 que
participan con el 7.9y 9.8 % de la variacion fenotipica con
0.2y 0.6tha”, el primero proveniente de la linea CML495y
el segundo de LPS-C7-F64.

QTL para dias a antesis

Se ubico un QTL para dias a antesis en las lineas DH bajo
sequia, localizado en el Bin 1.03 (LOD 3.94) que explica el
12.9 % de la variacién fenotipica y que puede modificar los
dias a antesis en hasta un dia (aditividad +0.88).
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QTLs para intervalo de floracion

En el intervalo de floracion la linea CML495 contribuyd
con dos QTLs favorables ubicados en los Bin 5.02/5.03
y 6.07/6.08 que explicaron 10.9 y 9.8 % de la variacion
fenotipica, con efectos de asincronia de 0.48 y 0.44 d bajo
condiciones de sequia.

QTLs para senescencia

En el Bin 4.5 se ubicd un QTL constitutivo de senescencia
que explica el 13.8 % de la variacion fenotipica en AUCSEN_
LSy 10 % en AUCSEN_LR, donde el alelo favorable proviene
de la linea LPSC7F64. Otros QTLs importantes son los
localizados en el Bin 9.02/9.03 provenientes de las lineas
DH y cruzas de prueba (SENT_LS, SEN3_LS y AUCSEN_
CPS) con una varianza fenotipica entre 7.8 y 13.2 %, donde
los alelos favorables provienen de la linea CML495.

QTLs para vigor

Selocalizaron siete QTLs para NDVIy ocho para altura de
planta. Cinco QTLs de altura de planta y todos los de NDV/I
provienen de la linea CML495, lo que confiere un desarrollo
vigoroso en la etapa vegetativa, que estd altamente
correlacionado con un incremento del rendimiento. En el
Bin 1.03 se ubicaron los QTL de NDVI y altura de planta
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Figura 1. Diagramas de caja donde se muestran el primer cuartil, mediana, tercer cuartil y valores extremos de las
mediciones de lineas DH y cruzas de prueba bajo sequia y riego. LS: lineas DH bajo sequia, LR: lineas DH bajo riego, CPS:
cruzas de prueba bajo sequia, CPR: cruzas de prueba bajo riego. A) rendimiento de grano, B) dias a antesis, C) intervalo de
floracién, D) altura de planta, E) senescencia SEN1, F) SEN2, G) SEN3, H) area bajo la curva AUCSEN, I) NDVI1, J) NDVI2,
K) NDVI3, L) NDVI4, M) AUCNDVI, N) COMBO.
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Cuadro 4. QTLs obtenidos a través mapeo del intervalo compuesto (ICIM) de los rasgos de las lineas DH y cruzas de
prueba bajo riego y sequia.

. , Posicion Intervalo del Intervalo fisico
Caracter Cromosoma Bin" (M) marcador (Mb)" LOD™ PVF Add*
(cM)

SEN3_LR 1 1.01/1.02 131 128.25-131.25 14.26-12.24 3.7 8.66 -0.11
Combo_CPS 1 1.02/1.03 118 116.51-11828 32.58-28.66 2.57 7.49 0.28
DA_LS 1 1.03 113 112.42-11302 3849-36.77 394 12.91 0.88
NDVI2_CPS 1 1.03 107 104.12-107.04 46.37-42.29 3.48 9.99 0.01

AP_LR 1 1.03 104 103.563-104.12  49.77 - 46.37 2.83 6.28 2.28
NDVIT_CPS 1 1.03 104 103.563-104.12  49.77 - 46.37 272 7.2 0.002
NDVIS_CPS 1 1.03 104 103.563-104.12  49.77 - 46.37 3.38 9.76 0.01

NDVI4_CPS 1 1.03 104 103.563-104.12  49.77 - 46.37 3.37 8.89 0.01

AUCNDVI_CPS 1 1.03 104 103.53-104.12  49.77 - 46.37 3.82 10.94 0.26
SENT_LR 1 1.06 75 73.88-75.65 189.71-18201 2.83 8.78 0.02
RG_CPS 1 1.07 55 5386-56506 22717-22120 272 7.92 0.02
AP_LR 2 2.07 36 35.35-36.52 20430-201.75 406 9.2 -2.76
SEN3_CPS 3 3.04 88 86.9 - 88.06 95.83 - 49.74 4.94 13.26 0.05
NDVI4_CPS 3 3.04 87 86.9 - 88.06 95.83-49.74 2.53 6.62 0.0

SEN3_CPS 3 3.07 52 5195-56311 196.10-191.58 2836 7.71 -0.04
AP_CPS 3 3.09 21 19.93-223  223.35-221.21 2.83 7.63 1.56
RG_LR 4 4.10 125 123.32-126.89 239.21-23997 496 17.84 -0.12
AUCSEN_LR 4 4.05 43 42.97-4354  61.37-134.00 32 9.86 1.62
SENT_LS 4 4.05 43 4297 -4354  61.37-134.00 3.4 10.07 0.03
SEN3_LS 4 4.05 43 42.97-4354  61.37-134.00 3.87 12 013
AUCSEN_LS 4 4.05 43 4297-4354  61.37-134.00 4.47 13.81 227
Combo_LR 4 4.05 45 43.54-46.44 11049 - 148.67 5 12.99 -0.72
AP_LR 4 4.056/4.06 47 46.44 - 4702 14867-15530 573 11.64 -3.1

SENT_LR 4 4.06 49 47.02-49.38 15530-156.72  3.23 9.98 0.02
AP_LS 4 4.06 74 66.57-425 17014-167.07 419 12.57 -2.52
IF_CPS 4 4.08 95 92.88-9539 180.43-181.36  2.53 6.78 0.04
RG_LS 4 4.09 108 107.29-108.46 209.56-222.18  2.95 9.79 -0.06
RG_LS 4 4.09 1156 11211-116.04 23383-235620 262 8.75 -0.04
SEN1_CPS 5 5.01 84 84 -87.53 529-454 2.51 7.78 -0.01
AUCSEN_LR 5 5.03 62 61.63-6288  69.09-62.76 2.68 8.07 1.47
NDVIT_CPS 5 5.03 60 59.89-61.63  77.67-69.09 3.43 9.21 0.002
IF_LS 5 5.03/5.04 59 58.14-56983  89.17-77.67 3.32 10.97 0.48
SEN3_LR 5 5.04 50 49.92-51.69 168.23-16561 2.98 8.22 0.7

Combo_LR 5 5.05 42 4157-4398 17486-17270 456 11.61 -0.68
AP_LS 6 6.01 61 60.72 - 63.61 60.18 - 30.46 3.76 11.12 2.35
SEN3_LR 6 6.04 44 43.44-4403 110.16-106.67 25 6.85 0.09
IF_LS 6 6.07/6.08 1 0-1.18 167.57-166.33 324 9.77 0.44
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Cuadro 4. Continda.
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. Posicion Intervalo del Intervalo fisico
Caracter Cromosoma Bin' (M) marcador (Mb)" LOD" PVF~ Add
(cM)
AP_LR 7 7.03 49 48.07-49.26 136.38-137.35 5.87 13.59 3.34
Combo_LR 7 7.03 49 48.07-49.26 136.38-137.35 3.94 9.89 0.62
AP_CPS 8 8.04/8.05 73 72.61-7446 116.33-123.33 2.73 7.35 1.53
SENT_LS 9 9.02/9.03 30 29-30.75 23.11-32.95 4.33 13.16 -0.03
SEN3_LS 9 9.02/9.03 29 29-30.75 23.11-3295 2.60 7.85 -0.10
AUCSEN_CPS 9 9.02/9.03 29 29-30.75 23.11-3295 2.70 7.83 -0.35
IF_CPS 9 9.06 62 61.79-6298 146.48-147.24 2.95 8.04 -0.04

LR: lineas DH bajo riego, LS: lineas bajo sequia, CPR: cruzas de prueba bajo rieg,; CPS: cruzas de prueba bajo sequia, RG: rendimiento de grano,
DA: dias a antesis, IF intervalo de floracién, AP. altura de planta, SEN: senescencia, AUC (AUCSEN y AUCNDVI) area bajo la curva, NDVI: indice de
vegetacion de diferencia normalizada. 'Bin: region referida en el cromosoma (https://www.maizegdb.org/bin_viewer), "centiMorgans; *Millones de
pares de bases, *valor LOD, *Porcion de la varianza fenotipica del QTL, *Efecto aditivo de cada QTL.

que explican hasta el 10.9 % (AUCNDVI_CPS) y 6.3 % (AP_
LR) de la variacion fenotipica y confiere un incremento en
altura de planta de 2.28 cm. Tal alelo podria implicar un
QTL constitutivo proveniente de la linea CML495. La region
5.03 de NDVIT_CPS explica el 9.2 % de la variacion. Estas
dos importantes regiones también fueron localizadas en el
trabajo de Trachsel et al. (2016).

QTLs para altura de planta

Para condiciones de sequia se ubicaron en los Bin
3.09 4.06, 6.01 y 8.04/8.05, donde la variacion fenotipica
explicada fue de 7.4y 12.6 % y valores aditivos de 1.5y
2.5 cm. Otro QTL importante aportado por la linea CML495
es de AP_LR en el Bin 7.03 que explica el 13.6 % de la
variaciéon fenotipica y un incremento de 3.34 cm. Esta
region también fue localizada por Almeida et al. (2013)
para altura de planta.

QTLs para COMBO

Los QTLs que integran la relacion vigor/senescencia
para riego se encontraron junto con las de altura de
planta en los Bin 4.056/4.06 y 7.03 y de manera individual
en el 5.05, que juntos explicaron el 34.5 % de la variacion
fenotipica. Para sequia se ubicé un QTL en el Bin 1.02/1.03,
que proporciona el 7.5 % de la variacion fenotipica.

La heredabilidad del rendimiento se considera moderada
para las lineas DH bajo condiciones de riego y sequia, en
tanto que enlas CP bajo riego la heredabilidad resultante es
considerada como alta, y para sequia se comportd como
baja, lo que pudo deberse a las altas varianzas residual y
de interaccién G x A, como lo reportan Lafitte et al. (2003).
Las heredabilidades de los caracteres secundarios en las
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cruzas de prueba en su mayoria fueron altas bajo sequia
y altamente correlacionadas con el rendimiento. En esta
investigacion se pusieron de manifiesto correlaciones
fenotipicas y genotipicas importantes entre el rendimiento,
el intervalo de floracion (lineas DH), altura de planta, SEN3,
AUCSEN (CP), NDVI2, NDVI3, NDVI4, AUCNDVI y COMBO,
los que también se muestran en otros trabajos (Almeida
etal,2013; Lu et al., 2011; Messmer et al., 2011, Trachsel
etal, 2016).

En el presente estudio los caracteres secundarios NDVI
y altura de planta fueron los que mejor correlacion tuvieron
con el rendimiento y con alta heredabilidad, tanto en
estrés hidrico como en condiciones éptimas de humedad;
la misma tendencia se presentd en la relacion vigor y
senescencia, referida como COMBO. El contenido de
clorofila y la senescencia retrasada estan correlacionados
con NDVI y altura de planta, y éstos a su vez con el
rendimiento, como lo describe Lu et al. (2011), por lo que,
utilizar a COMBO como caracter secundario ofrece una
mejor identificacion de genotipos tolerantes a sequia. De
los QTLs de rendimiento y caracteres secundarios de
rendimiento con alto valor LOD y porcentaje de variacién
fenotipica se ubicaron varios segmentos contenidos en los
Bin 1.02/1.03,1.07,4.05,4.10y 7.03.

QTL rendimiento bajo sequia Bin 1.07

Este QTL para rendimiento se ha identificado en otros
estudios bajo condiciones normales (Frascaroli et al.,
2007) y en condiciones de estrés (Zaidi et al., 2015). En la
region del cromosoma 1 se encuentra el gen agpsl1, que
esta relacionado con el incremento de almidon en el grano
(Huang et al,, 2014, Liu et al.,, 2016).
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QTL rendimiento bajo riego Bin 4.10.

Este QTL es un candidato para ser introducido en lineas
elite de maiz. Aimeida et al. (2013) lo ubicaron en la linea
CML504 en la posicion 239.24 - 242.02 Mb. En esta region
se ubica el gen NRT2.1. El estudio de Sorgona et al. (2011)
sugiere que NRT2.7 es un componente importante del
sistema transportador de alta afinidad (IHATS) para la
absorcion de NO, a lo largo del eje de la raiz del maiz.

QTL Bin 1.03 altura de planta, NDVI (vigor)
y COMBO_CPS

Esta region esta relacionada con el rendimiento en
condiciones de sequia (Millet et al., 2016; Zhu et al., 2011) y
en condiciones normales (Semagn et al., 2013) y también
se han ubicado QTLs para altura de planta (Frascaroli et
al., 2007), stay Green (Almeida et al., 2014) y senescencia
(Trachsel et al., 2016). Los efectos de esta region indican
una favorable capacidad de crecimiento y produccion bajo
condiciones de sequia.

QTL 4.05 COMBO y senescencia

En el Bin 4.05 se han ubicado varios QTLs asociados a
rendimiento bajo sequia (Zhu et al., 2011), rendimiento en
condiciones normales (Chen et al., 2016), altura de planta
(Lu et al., 2012) y senescencia (Trachsel et al.,, 2016). En
esta region se ubica el gen nnri que esta relacionado con
la absorcion de nitrégeno en maiz (Liseron-Monfils et al.,
2013).

QTL 7.03 COMBO

Se ha localizado un QTL para altura de planta tanto en
riego como en sequia (Almeida et al., 2014; Peiffer et al.,
2014), rendimiento en sequia (Almeida et al., 2013) en el
que se encuentra el gen glutation transferasa 23 (gst23)
(Chen et al., 2012; Varga et al., 2012) y fitoeno sintasa 3
(psy3), donde se demostrd que la acumulacion de ABA en
raiz esta limitada por la expresion de PSY3 en condiciones
de estrés por sequia (Li et al., 2009).

CONCLUSIONES

Los caracteres secundarios NDVI, altura de planta,
senescencia (Sen3 y AUCSEN) y COMBO proporcionaron
mejor informacion y permitieron identificar genotipos
con buen rendimiento de lineas DH y cruzas de prueba
en etapas tempranas bajo condiciones de sequia vy
régimen de humedad adecuado. Los QTLs ubicados en
los cromosomas 1, 4,y 7 son los de mayor relevancia y
estan relacionados con vigor y rendimiento; éstos pueden
ser Utiles en la introgresion asistida por marcadores en
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lineas e hibridos de trépico para aumentar el rendimiento
bajo condiciones de sequia y de buena humedad. Los
resultados de rendimiento y los caracteres secundarios
son menos sesgados al utilizar las mediciones de lineas
y cruzas de prueba, lo que reduce la interaccion con alelos
deletéreos.
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