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Identificaciébn de marcadores moleculares (SNP) y genes candidatos asociados a la
tolerancia genética al complejo mancha de asfalto en variedades nativas de maiz

David O. Gonzalez Diéguez'*, Carlos A. Orozco Castillo®
! Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
*correo electronico: dogrdc@gmail.com

Resumen
El complejo mancha de asfalto (CMA) en maiz (Zea mays L.), causado por los hongos

Phyllachora maydis y Monographella maydis, es una enfermedad de importancia econémica
en Guatemala, causando pérdida en el rendimiento entre 30 a 50 %, inclusive del 100 % si las
condiciones son favorables. El objetivo de esta investigacion fue identificar marcadores SNP y
genes candidatos asociados a la tolerancia genética al CMA. Un total de 463 poblaciones
nativas y 329 mil SNPs fueron analizadas con dos modelos, single marker y BayesB, para la
identificacidn de regiones asociadas a la tolerancia genética al CMA. Un total de 40 marcadores
SNPs fueron asociados significativamente a la tolerancia genética a mancha de asfalto con
ambos modelos. La proporcion de variacion fenotipica total explicada (PVE) por los 40 SNPs
fue de 56%, atribuida a efectos genéticos aditivos. Mdltiples genes de resistencia fueron
identificados en las regiones sefialadas por los marcadores SNP, siendo sus principales
funciones receptores y transductores de sefial, factores de transcripcion que regulan
positivamente la expresion de genes de resistencia y genes de la familia kinasa, por lo que
potencialmente estan involucrados en el mecanismo de defensa a mancha de asfalto. Los
resultados preliminares obtenidos en campo mostraron genotipos tolerantes al complejo CMA.
Los resultados de esta investigacion pueden servir de base para subsecuentes investigaciones
orientadas principalmente al mejoramiento genético del maiz asistido por marcadores
moleculares.

+

Palabras Clave: Zea mays L.; estudio de asociacion del genoma completo; genotipificacion
por secuenciacion; resistencia genética; Loci de un caracter cuantitativo (QTL).



Identification of molecular markers (SNP) and candidate genes associated to genetic
tolerance to tar spot complex disease in maize landraces

David O. Gonzélez Diéguez'*, Carlos A. Orozco Castillo®
! Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
*e-mail: dogrdc@gmail.com

Abstract
The tar spot complex (TSC) disease in maize (Zea mays L.), caused by the fungi Phyllachora

maydis and Monographella maydis, is a economic important disease in Guatemala, producing
loss in yield between 30 to 50%, inclusive of 100 % if the conditions are favorable. The
objective of this research was to identify SNP markers and candidate genes associated with
genetic tolerance to TSC. A set of 463 native populations and 329 thousand SNPs were analyzed
with two models, single marker and BayesB, for the identification of regions associated with
genetic tolerance to the TSC. A total of 40 SNP markers were significantly associated with the
genetic tolerance to TSC with both models. The proportion of total phenotypic variation
explained (PVE) by the 40 SNPs was 56%, attributed to additive genetic effects. Multiple
resistance candidate genes were identified in the regions indicated by the SNP markers, their
main functions being signal transducers and receptors, transcription factors that positively
regulate the expression of resistance genes and family kinase genes, therefore, they are
potentially involved in the defense mechanism to TSC.

The preliminary results obtained in the field showed tolerant genotypes to the TSC. The results
of this research can be used as a basis for subsequent studies oriented mainly to genetic

improvement of maize assisted by molecular markers.

Keywords: Zea mays L.; genome-wide association study; genotyping by sequencing; genetic

resistance; quantitative trait loci (QTL).



1 Introduccion
El maiz forma parte del grupo de los granos basicos que constituyen la base de la dieta de

la poblacion guatemalteca, que para el 2015 se estimaba en 15.9 millones de personas, y para
el 2021 se proyectan méas de 17.7 millones (Instituto Nacional de Estadistica, 2015). Sin
embargo, el area de produccién de maiz se mantiene con una tendencia ligeramente a la baja,
por la presion de urbanizacion, incremento de cultivos extensivos (cafia de azlcar, banano y
palma africana) y la interaccion entre los factores abioticos como la sequia y factores bidticos
como las enfermedades, entre ellas, el complejo mancha de asfalto (CMA), inducida por los
hongos Phyllachora maydis Maubl., Monographella maydis Miller y Samuels y Coniothyrium
phyllachorae Maubl., la cual ha cobrado gran importancia en la ultima década en Latino
América por su amplia distribucion y severidad debida a la interaccion sinérgica de los
patdgenos involucrados, el incremento de la temperatura y la estrecha base genética de los
materiales cultivados. La reduccidn en el rendimiento de grano y forraje varia entre 30 y 50 %,
e inclusive del 100 %, dependiendo si la enfermedad ataca después o antes de la floracion y las
condiciones ambientales son favorable para producir una epidemia (Hock, Kranz, & Renfro,
1989). En Guatemala el primer reporte del CMA data del afio 1974, sin causar pérdida
economica al cultivo (Monterroso, Gallardo, & Zufiiga, 1974). Fue hasta el afio 2007 cuando
se reportd la presencia de mancha de asfalto en el municipio de Ixcan, Quiché, con pérdidas de
produccion de grano de alrededor del 80%; en afios subsiguientes aumento la severidad de la
enfermedad (ICTA/Red SICTA/IICA/Cooperacion Suiza, 2011).

El desarrollo de materiales genéticamente resistentes a enfermedades es considerado la
mejor estrategia para el control de enfermedades (Crute & Pink, 1996; White, 1999). En esta
linea de accion, varias empresas productoras y comercializadoras de semilla de maiz en
Guatemala han promovido algunos materiales tolerantes a mancha de asfalto, sin embargo, a la
fecha no existe ningun estudio serio que demuestre su nivel de resistencia comprobada y estable
en las regiones mas afectadas por esta enfermedad, por lo que sigue siendo un problema para
los productores de maiz. Como antecedente, el Instituto Nacional de investigaciones Forestales
y Agropecuarias (INIFAP) liber6é en 2005 el hibrido H-563 basado en resistencia vertical, el
cual mostro ser el germoplasma maés tolerante al complejo mancha de asfalto durante su

validacion en diferentes localidades, sin embargo, en el ciclo primavera-verano del 2007 mostro

7



severos sintomas de la enfermedad y merma en el rendimiento (Gonzalez et al., 2008). Esto
sugiere que el mecanismo de resistencia era tipo vertical (basada en uno 0 muy pocos genes),

la cual tiende a ser poco duradera por su alta especificidad (Allard, 1980; Agrios, 2005).

Una estrategia para alcanzar una resistencia mas durable consiste en ampliar la base
geneética de los cultivares (Ali & Yan, 2012; Strange & Scott, 2005), lo cual es posible
considerando la evidencia aportada por los estudios realizados por Ceballos y Deutsch (1992)
y Hernandez (2014), quienes identificaron la presencia de efectos dominantes, asi como un
fuerte componente aditivo, lo que implica que diversos genes estan involucrados y pueden ser
acumulados para la obtencion de germoplasma con una resistencia mas durable. Con el avance
de la biotecnologia y el desarrollo de plataformas de genotipificacion de alto rendimiento es
posible rastrear regiones del genoma de plantas asociadas a determinados fenotipos mediante
mapeo de asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés Genome-wide
Association Study). EI primer analisis GWAS fue realizado en humanos con gran éxito (Klein
etal., 2005), posteriormente se extendid su uso a animales y plantas. Un gran nimero de analisis
GWAS han sido realizado en los principales cultivos de importancia mundial asociados a
caracteristicas agronomicas de importancia, asi como resistencia a enfermedades y tolerancia a
estrés bidtico y abidtico, en los cuales se han logrado identificar regiones del genoma y genes

inclusive con mayor éxito que en humanos (Brachi, Morris, & Borevitz, 2011).

Recientemente el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (Cymmit) han
realizado un trabajo de genotipificacion y fenotipificacién de un conjunto de poblaciones
nativas de maiz de la regién de Latinoamérica, las cuales constituyen una gran diversidad y
fuente de variabilidad genética natural para la identificacion de regiones gendmicas asociadas
a caracteristicas de tolerancia a estres bidtico y abiotico, y caracteres de importancia
agronomica. Es por ello que el objetivo general de este proyecto fue identificar fuentes de
tolerancia genética al complejo mancha de asfalto en poblaciones nativas de maiz (Zea mays
L.), utilizando bases de datos genotipicas y fenotipicas generadas y publicadas por el Cimmyt.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos: a) identificar marcadores
moleculares SNPs asociados a la tolerancia genética al complejo mancha de asfalto en

poblaciones nativas de maiz mediante un estudios de asociacion de genoma completo b)



identificar genes candidatos potencialmente involucrados en mecanismos de defensa al
complejo mancha de asfalto, y ¢) evaluar en campo de manera preliminar el nivel de tolerancia
genetica al CMA de poblaciones nativas, lineas endogamicas e hibridos experimentales y
comerciales, en condiciones del municipio de Ixcan, Quiché, durante el afio 2017. Los
marcadores identificados y genes candidatos serviran de base para realizar mapeo fino y generar
marcadores funcionales en subsecuentes investigaciones; asi también, los materiales que
presentan mayor tolerancia serviran como potenciales donadores de resistencia para ser

utilizados en investigaciones posteriores.



2 Marco tedrico y estado del arte
2.1 Complejo mancha de asfalto en maiz

Los agentes causales de la enfermedad son tres hongos: Phyllachora maydis Maubl.,
Monographella maydis Miller y Samuels y Coniothyrium phyllachorae Maubl. (Hock et al.,
1989). Los sintomas comienzan con la infeccion de P. maydis. Luego, la lesion provocada por
P. maydis da lugar a la invasion de M. maydis; la asociacion de estos dos hongos resulta en el
desarrollo de tejido necrético, produciendo el sintoma denominado cominmente como “ojo de
pescado” (Cimmyt, 2013; Varén & Sarria, 2007), produciendo muerte excesiva del tejido foliar
(Hock, Diettrich, Renfro & Kranz., 1992; Pereyda-Hernandez et al., 2009).

2.2 Distribucion geogréfica
La enfermedad ha sido reportada en México, Centroamérica, el Caribe y Sudamérica

(Hock et al., 1989; Cimmyt, 2013). En Centroamérica tiene importancia economica en
Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Puerto Rico, Haiti,
Repuablica Dominicana y Cuba. En América del Sur, se ha reportado en Peru, Ecuador,
Colombia, Venezuela y Bolivia (Cimmyt, 2013). En Guatemala las regiones mas afectadas por
la enfermedad son el municipio de Ixcan en Quiché, el departamento del Petén y la region del
Valle del Polochic en Alta Verapaz. También se reportd una expansion de la enfermedad en
Jalapa e lzabal, donde nunca se habia reportado antes (Larios, 2012). Recientemente, en
septiembre de 2015 el Centro Nacional de Patologia de Plantas y el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (USDA) reportaron la presencia de Phyllachora maydis en los
condados de DeKalb, LaSalle y Bureau del Estado de Illinois y el Estado de Indiana, EUA, sin
embargo, no se registraron pérdidas significativas, posiblemente debido a la ausencia de

Monographella maydis.

2.3 Epidemiologia del complejo mancha de asfalto en maiz
Se desarrolla en las zonas tropicales, subtropicales y zonas de transicion, con un nivel de

altitud entre 1,300 a 2,300 msnm, donde los ambientes son moderadamente frios, pero bastante
himedos, especialmente en riberas con suelos con nivel freatico alto y con tendencia al
anegamiento (Malaguti & Subero, 1972; Varon & Sarria, 2007). La enfermedad se desarrolla
en un rango de temperaturas promedio mensuales entre 17 y 22 °C, con una humedad relativa
superior al 75 % (Cimmyt, 2013).
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2.4 Base genéticay molecular del maiz
El maiz es una especie diploide con un total de 20 cromosomas (Paliwal, Granados,

Lafitte, Violic & Marathée, 2001). Se han identificado alrededor de 32,000 genes y un 85 %
del genoma comprende elementos repetitivos y transponibles (McClintock, Yamakake &
Blumenschein, 1981). Obtener mapas de alta resolucién en maiz es posible gracias a la gran
diversidad genética, pero para ello se requiere aplicar un conjunto denso de marcadores y
analisis sistematico. El maiz es considerado una planta ideal para estudios a nivel molecular por
su rapida reduccion del Desequilibrio de ligamiento, especialmente para estudios de asociacion
del genoma completo (Liu et al., 2014). En promedio, el desequilibrio de ligamiento en

germoplasma tropical de maiz decae entre 5y 10 Kpb (Lu et al., 2011).

2.5 Importancia de los recursos genéticos en la busqueda de resistencia
Una de las estrategias para reducir la incidencia de enfermedades en los cultivos es

promover la diversidad genética (Strange & Scott, 2005). Pritsch (2001) define el objetivo de
los programas de pre-mejoramiento como la badsqueda de variabilidad genética, por lo que las
variedades nativas constituyen una importante fuente de genes portadores de resistencia Utiles
para ampliar la base genética de los cultivos, ya que han evolucionado por seleccion natural.
En este sentido, uno de los factores de éxito de los programas de pre-mejoramiento es entonces
la identificacion de germoplasma donador de caracteres favorables (Sharma, Upadhyaya,
Varshney, & Gowda, 2013).

2.6 Resistencia genética del maiz al complejo mancha de asfalto
El primer estudio publicado sobre el mecanismo de herencia de la resistencia a mancha

de asfalto lo realizaron Ceballos y Deutsch (1992), quienes identificaron la presencia de un solo
gen dominante controlando la resistencia a la enfermedad, sin descartar los efectos aditivos.
Dos décadas después, en el afio 2014, un segundo estudio confirmé los efectos génicos de
dominancia y aditivos, pero resalta que los segundos son de mayor importancia (Hernandez,
2014), lo que implica que diversos genes podrian estar involucrados en la herencia de la
resistencia y existe la posibilidad de que los genes puedan ser acumulados mediante seleccion
recurrente. Los dos estudios anteriores se basaron en anélisis genéticos convencionales, es
decir, basados en analisis fenotipicos, aportando un valioso conocimiento sobre las bases de la

herencia de resistencia al CMA.
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Recientemente, dos estudios de asociacion del genoma completo para resistencia a
mancha de asfalto han sido publicados, utilizando marcadores SNP de ultima generacion, los
cuales se caracterizan por analizar conjuntos de lineas endogamicas y poblaciones de mapeo de
ligamiento muy similares. Ambos presentan resultados similares, con ligeras diferencias, pero
coinciden en la identificacion de un QTL (Quantitative trait loci, por sus siglas en inglés) de
efecto mayor (gRtcs8-1) confiriendo resistencia al CMA, el cual explica entre 13 y 43% de la
variacion fenotipica observada; ademas identificaron la presencia de algunos pocos QTL de
efecto menor. Este QTL de efecto mayor se encuentra en el cromosoma 8, bin 8.03; los QTL
de efecto menor se encuentran en los cromosomas 2 (bins 2.05 y 2.07), 3 (bins 3.04 y 3.09) y 7
(bin 7.02) (Cao et al., 2017; Li et al., 2016). Estos resultados son coherentes con hallazgos de
Ceballos y Deutsch (1992) y Hernandez (2014).

2.7 Genes de resistencia a enfermedades en plantas
Las plantas, como cualquier otro ser vivo, han tenido que defenderse de otros organismos

patogenos, tales como virus bacterias y hongos, por lo cual han desarrollado un sistema de
defensa que consiste basicamente en una red de células y moléculas que interactGan entre si
para activar el sistema inmune (De Schutter & Van Damme, 2015; Hammond-Kosack & Jones,
1997). Desde la perspectiva genética, cualquier gen que modifica el nivel de susceptibilidad de
una planta a un patdgeno, se considera un gen de resistencia. En general existen dos tipos de
resistencia, vertical y horizontal. La resistencia vertical o monogénica confiere altos niveles de
resistencia (completa o parcial) y es controlada con mucha frecuencia por un solo gen de gran
efecto, por lo cual ha sido ampliamente utilizado para el mejoramiento genético. Sin embargo,
al aplicar una alta presion de seleccion, se acelera el proceso de adaptacion y surgimiento de
una nueva raza virulenta (McDowell & Simon, 2006). La mayoria de genes de resistencia de
grande efecto se encuentra agrupados en el genoma y estdn codificados por proteinas
denominadas NB-LRR (del inglés, nucleotide-binding-leucine-rich-repeat). Este tipo de genes
parecen ser los mas comunes en poblaciones naturales (Hulbert, Webb, Smith, & Sun, 2001).
En estudios recientes se ha encontrado a los genes de efecto mayor ligados fuertemente a otros
genes que también contribuyen a la resistencia, por lo que es mas apropiado pensar que
multiples genes intervienen en la resistencia a enfermedades (Cook et al., 2012; Gassmann &
Bhattacharjee, 2012). Por su parte, la resistencia horizontal o poligénica, es determinada por

varios genes que pueden estar agrupados y cuyos efectos son relativamente pequefios, pero en
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conjunto pueden aportar altos niveles de resistencia. Tiene la ventaja de ser mas estable en el
tiempo, ya que es efectiva contra multiples razas del patdgeno. Finalmente lo que se recomienda
buscar en los programas de mejoramiento es la combinacion de ambos tipos de resistencia,
genes de efecto mayor y otros de efectos pequefios (Michelmore, Christopoulou, & Caldwell,
2013)

A nivel molecular se han determinado dos niveles de inmunidad en plantas, en base al
tipo de receptor, el lugar donde ocurre el reconocimiento y las moléculas detectadas. EI primer
nivel consiste basicamente de receptores de reconocimientos de patrones (PPRs, del inglés
pattern recognition receptors) localizados en la membrana celular, que detectan patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular
patterns) o patrones moleculares asociados a dafios endégenos (damage-associated molecular
patterns). Los PRRs (ej. RLK, del inglés receptor-like kinase) activan el sistema de defensa
basal contra una amplia gama de patdgenos. El segundo nivel de inmunidad se localiza al
interior de la célula y consiste en receptores intracelulares NB-LRR que directamente e
indirectamente reconocen proteinas producidas por patogenos; pueden conferir resistencia
contra una amplia gama de patdgenos, mediante la activacion del sistema de defensa inmune
que resulta en la muerte celular programada localizada, reaccién conocida como respuesta de
hipersensibilidad (Michelmore et al., 2013). Recientemente nuevos genes de resistencia estan
siendo identificados, entre ellos algunos analogos a NB-LRR, otros cuyo mecanismo de accion
es la detoxificacion y otros cuyo mecanismo de accién aun es desconocido (Gururani et al.,
2012; Poland, Balint-Kurti, Wisser, Pratt, & Nelson, 2009).

2.8 Marcadores moleculares
Son segmentos de ADN con una ubicacion fisica identificable en un cromosoma (locus),

cuya herencia genética se puede rastrear y presenta polimorfismo dentro de una poblacion
(Collard, Jahufer, Brouwer & Pang, 2005). Los marcadores de ADN mas utilizados para analisis
de QTL son RFLPs, RAPDs, AFLPs, SSR, ISSR y los més recientes son los marcadores SNP
(polimorfismo en un solo nucleotido). Los SNPs representan el 90% de la variacion genética
total en cualquier organismo, y se origina principalmente por mutaciones puntuales, inserciones
0 deleciones, las cuales se han fijado en la poblacion de una especie y pudiendo ocurrir en

regiones codificantes y/o en regiones con funcién reguladora (P. K. Gupta, Rustgi, & Mir,
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2008). Los SNPs son codominantes, bialélicos y son muy abundantes, con una tasa de 1 cada
300 pares de bases en el maiz distribuidos a lo largo del genoma, por lo que permite obtener
una alta representatividad del genoma (P. K. Gupta, Roy, & Prasad, 2001). Por sus
caracteristicas, los SNPs son preferidos para la generacion de mapas de asociacion y de
ligamiento con gran resolucion, y la gran ventaja es que actualmente existe varias plataformas
de genotipificacion a gran escala que permiten la obtencion de millones de marcadores SNP a

un costo cada vez mas accesibles.

Elshire y colaboradores (2011) desarrollaron el método Genotipificacion por
Secuenciacion (GBS, por sus siglas en inglés), el cual es robusto y simple para alta diversidad
en plantas, capaz de analizar un gran nimero de muestras por ensayo y descubrir millones de
SNPs. Es un sistema altamente multiplexado que genera cientos a cientos de miles de
marcadores tipo SNPs en un gran nimero de muestras a partir de representaciones genémicas
reducidas y basado en la plataforma de secuenciacion de ultima generacion. Se basa en el uso
de enzimas de restriccion tipo 1l sensibles a la metilacion para reducir la complejidad del
genoma; es simple, rapida, extremadamente especifica, altamente reproducible, y puede captar
importantes regiones del genoma que son inaccesibles para captura de secuencias (Elshire et
al., 2011).

2.9 Estimacion de la heredabilidad de la tolerancia al CMA
La heredabilidad en sentido estricto fue definida por Falconer y Mackay (1996) como

h? =V, /Vg, donde V, es la proporcion de varianza genética aditiva y V. la varianza fenotipica
total, por lo que la heredabilidad se entiende como la proporcién de varianza fenotipica
explicada. Recientemente, con el surgimiento y aplicacion de marcadores moleculares, nuevas
formas de estimar la heredabilidad han sido desarrollados. En general, la heredabilidad en
sentido estricto h? puede ser calculada a partir de los marcadores moleculares mediante la
descomposicion de la V, en la suma de la varianza explicada por mdltiples marcadores
moleculares asi: Vy = Vyq + Vyp + Va3 + +++ + Vg, donde p es el nimero de marcadores, bajo
el supuesto de que los marcadores no estan correlacionados entre si (Meuwissen, Hayes, &
Goddard, 2001; Nakaya & Isobe, 2012). En este sentido, la heredabilidad es una estimacion de

la proporcion de varianza fenotipica explicada por la varianza genética aditiva capturada por
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los marcadores, la cual fue denominada como “heredabilidad genomica” por Daetwyler, Bansal,

Bariana, Hayden, & Hayes (2014).

2.10 Identificacion de QTL y Estudio de Asociacion de Genoma Completo
El mapeo de QTL consiste en localizar o identificar loci gendmicos a traves de

marcadores moleculares, los cuales estén influenciado la variacion de un caracter o rasgo de
interés (ej. una enfermedad, altura, resistencia a una enfermedad, etc.) (Yi & Xu, 2008). El
método convencional para mapeo de QTL, es el mapeo de ligamiento o mapeo genético, el cual
se basa en el principio mendeliano de segregacion, debido al fendmeno natural de
recombinacién de cromosomas (entrecruzamiento) durante la fase de meiosis. Por lo tanto,
consiste en analizar la segregacion de un rasgo fenotipico con respecto a los marcadores
moleculares, e identificar que marcadores estan mas asociados al caracter de interés (Doerge,
2002). Dado el fenémeno de ligamiento, los marcadores que estén mas cercanos o fuertemente
ligados a genes causales son segregados y heredados juntos a la descendencia con mayor
probabilidad que los marcadores que estdn mas alejados o débilmente ligados a los genes
(Collard, Jahufer, Brouwer, & Pang, 2005). Para llevar a cabo un mapeo genético es necesario
formar una poblacion de mapeo (poblacion estructurada, con relacion familiar conocida), la
cual se caracteriza por ser una poblacion segregante para el caracter o rasgo de interés.
Generalmente se forman poblaciones biparentales (provenientes del cruce de dos parentales con
rasgos contrastantes (ej. susceptible-resistente), siendo las mas comunes y simples las
poblaciones F2 y los retrocruzamientos, estas ultimas obtenidas mediante el cruce de la
generacion F1 por una de las lineas parentales. EI mapeo en poblaciones biparentales ha
mostrado ser un método efectivo para identificar loci de grandes efectos y alelos raros (Chen et
al., 2012), sin embargo, con la resolucion que se obtiene en este tipo de poblaciones se dificulta
la deteccién de QTL de efecto pequefio (Holland, 2007). Por su parte, el mapeo de asociacién
se basa en el uso de poblaciones no estructuradas, es decir, con relaciéon familiar desconocida
(ej. conjunto de poblaciones de origen diferente, paneles de asociacién, colecciones de
germoplasma, lineas o variedades élite), aprovecha el desequilibrio de ligamiento existente en
los conjuntos de poblaciones, generado por los eventos de recombinacion historicos, para
detectar asociacion entre QTL y marcadores, siendo efectivo para detectar nuevos genes o
confirmar genes previamente identificados (Oraguzie & Wilcox, 2007).
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Recientemente los estudios de asociacion del genoma completo o GWAS (del inglés,
genome-wide association studies), han mostrado gran resolucion para identificar QTL de
efectos pequefios asociados a la variacion de un cardcter o rasgo en diferentes paneles de
asociacion (Myles et al., 2009). Los andlisis GWAS son basicamente un método de mapeo de
asociacion para identificar o mapear loci de caracteres cuantitativos o0 QTL y consisten en
analizar toda la variabilidad existente a lo largo del genoma en funcion de los polimorfismos
que existen a nivel de nucledtido simple (SNP) y determinar su asociacion estadistica a un
caracter o rasgo de interés (Ali & Yan, 2012). En este sentido el estudio de asociacion del
genoma completo constituye una poderosa herramienta para identificar loci de un carécter
cuantitativo responsables de la variacion fenotipica (Sukumaran & Yu, 2014). Sin embargo,
uno de los principales problemas de los analisis GWAS es que frecuentemente ocurre una alta
tasa de falsos positivos, es decir, asociaciones espurias debido a otros factores como estructura
de poblacion y relacion familiar o de parentesco (Pearson & Manolio, 2008). Las estimaciones
de las asociaciones pueden realizarse mediante simples pruebas de t, modelos lineales
generalizados (GLM, por sus siglas en inglés) con analisis de varianza, hasta modelos mas
complejos como los modelos lineales mixtos (MLM, por sus siglas en inglés) y regresiones
lineales bayesianas. Varios modelos tipo MLM han sido desarrollados, los cuales toman en
cuenta correccién por estructura de poblacion y relacién de parentesco con mayor efectividad

en el control de falsos positivos(Yu et al., 2006; Zhao et al., 2007).

Varios estudios de asociacion de genoma completo han sido realizados con éxito para
caracteres de importancia agronémica en maiz. Weng et al. (2011) identificaron QTL que
controlan la altura de planta utilizando un conjunto de 284 lineas puras y un total de 41,101
marcadores SNPs. Wang et al. (2012) identificaron QTL asociados con la resistencia al carbon
de la espiga y posteriormente Weng et al. (2012) identificaron y mapearon el QTL aHS2.09 de
resistencia al carbon de la espiga. Liu y colaboradores (2014) identificaron 73 SNPs asociados
a la resistencia al enanismo rugoso utilizando un total de 296 lineas puras y 41,101 marcadores
SNPs. De igual forma se identificaron genes para otros caracteres como tiempo de floracion y
arquitectura de hoja (Ali & Yan, 2012; Tian et al., 2011). Para mancha de asfalto se ha
identificado un QTL (gRtsc8-1) de efecto mayor y dos de efecto menor confiriendo resistencia

al CMA mediante anélisis GWAS en un panel de asociacion de lineas endogdmicas de Cimmyt
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combinado con mapeo de ligamiento en poblaciones biparentales (Cao et al., 2017; Li et al.,
2016). A la fecha ningun analisis GWAS ha sido publicado utilizando poblaciones nativas de
maiz de la region tropical y subtropical de Latinoamerica para explorar la gran variabilidad
genética natural existente para la identificacion de regiones gendmicas y QTL asociados a la
tolerancia genética al complejo mancha de asfalto.

3 Materiales y métodos
La investigacion realizada fue de caracter cuantitativa para estimar qué marcadores estan

significativamente asociados a la tolerancia genética al CMA e identificar genes candidatos
involucrados en el mecanismo de resistencia. Los alcances fueron, inicialmente descriptivo,

luego asociativo o correlacional, predictivo y explicativo.

3.1 Materiales
3.1.1 Base de datos fenotipicos

Se utilizo una base de datos fenotipica de evaluacion de tolerancia a mancha de asfalto
desarrollada por el proyecto MasAgro-Biodiversidad-Cimmyt y la base de datos esta disponible
de forma gratuita para  profesores, investigadores y  mejoradores en
http://germinate.seedsofdiscovery.org/maize/ (CIMMYT.SeeD Maize Germinate, 2017). A
continuacion, se presenta una breve descripcion de la base de datos: Contiene informacion
fenotipica de mestizos derivados del cruce de poblaciones nativas con probadores (hibridos de
cruza simple) evaluados para tolerancia a mancha de asfalto bajo condiciones naturales de
infeccion, en el afio 2011, en la localidad Guadalupe Victoria, Estado de Chiapas, México. La
mayoria de las poblaciones nativas utilizadas como parentales para obtencion de los mestizos
fueron colectadas entre 1952 y 1960 en México, Brasil y Guatemala, y en menor proporcién
provenientes de otros paises de Centro y Sudamérica. Estas poblaciones forman parte de la
Coleccion Nacleo del Banco de Germoplasma de Maiz del Cimmyt y estdn adaptadas a
condiciones tropicales y subtropicales y representan diferentes grupos raciales. En la evaluacién
también se incluyeron hibridos comerciales como testigos. La base de datos contenia el registro
de dos lecturas del nivel de tolerancia al CMA, TSC1 y TSC2 (del inglés, Tar Spot Complex),
que corresponden a lecturas en pre-floracion y post-floracion, respectivamente, ademas de otros
caracteres agronémicos de importacion como el rendimiento de grano por parcela en gramos.

Es importante resaltar que los datos de las variables corresponden a los valores BLUPs (por sus

17



siglas en inglés Best Linear Unbiased Prediction) obtenidos por los investigadores del Cimmyt
a partir del analisis del modelo estadistico del ensayo, razon por la cual los datos del nivel de
tolerancia que fueron tomados en campo bajo una escala ordinal (Ceballos & Deutsch, 1992),
en la base de datos se encuentran en escala continua. Para los fines de esta investigacion,
considerando que las epidemias que ocurren después de floracién son mucho mas severas dado
el estado avanzado de la enfermedad (Hock et al., 1989), se tomé Unicamente la lectura TSC2
como variable a analizar. Previo al andlisis estadistico de los datos fenotipicos, se realizd un

control de calidad, el cual se detalla en el inciso 3.4.1.1.

3.1.2 Base de datos genotipicos
Se utiliz6 la base de datos genotipicos generada como parte del proyecto MasAgro-

Biodiversidad-Cimmyt y esta disponible de forma gratuita para investigadores y mejoradores
en http://germinate.seedsofdiscovery.org/maize/ (CIMMYT.SeeD Maize Germinate, 2017). A
continuacion, se presenta una breve descripcion de la base de datos: contiene informacion
genotipica de un panel de asociacion de mas de cuatro mil accesiones del Banco de
Germoplasma de Maiz del Cimmyt, incluyendo las poblaciones nativas que se analizaron en
este estudio para tolerancia a mancha de asfalto. Contiene 946,072 marcadores SNP distribuidos
en los diez cromosomas del maiz, y los datos faltantes fueron imputados utilizando el software
Beagle v.4 (Browning & Yu, 2009). La informacion genotipica fue generada utilizando
tecnologia de ultima generacién denominada Genotipificacion por Secuenciacién (GBS, por
sus siglas en inglés), desarrollado por Elshire y colaboradores (2011). La base de datos viene
en formato HapMap, el cual consiste en un solo archivo que contiene el identificador de SNP,
cromosoma, posicion y genotipo codificado segun la Uniédn Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés). En este formato la informacion de los marcadores

se almacena en las filas y los taxa (individuos) en las columnas.
Previo a realizar el andlisis preliminar de la informacidn genotipica se realizé un control

de calidad de marcadores para los fines de esta investigacion, el cual se detalla en el inciso
3.4.1.
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3.1.3 Material vegetal para la evaluacion preliminar en campo del nivel de tolerancia
genética al CMA
Se utilizé germoplasma de maiz de lineas endogamicas, poblaciones nativas, hibridos

experimentales e hibridos comerciales como testigos. Catorce lineas endogamicas de maiz de
Cimmyt o CMLs (del inglés Cimmyt Maize Lines) y ocho de las poblaciones nativas fueron
obtenidas del Banco de Germoplasma de Maiz del Cimmyt, México, proveidas por esta
institucion en términos de colaboracion cientifica. Las poblaciones nativas fueron colectadas
en Guatemala entre 1952 y 1953, y una en Puebla, México. Adicionalmente, cuatro poblaciones
nativas cultivadas por los agricultores de la region de Ixcan, Quiché, fueron incluidas en el
ensayo, las cuales han mostrado algun nivel de tolerancia a la macha de asfalto. Las lineas
endogamicas son originarias de diferentes programas de mejoramiento del Cimmyt, las cuales
han mostrado tolerancia o resistencia a mancha de asfalto en otras evaluaciones (CIMMYT,
2013). Se incluyeron ademas cinco hibridos experimentales del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricola de Guatemala (ICTA) y seis hibridos comerciales de la region. EI material

vegetal utilizado se muestra en el cuadro 1. El total de materiales fue de 37.

Cuadro 1. Lista de germoplasma de maiz utilizado en la evaluacién preliminar de tolerancia a
mancha de asfalto en Ixcéan, Quiché.

Lineas . : Hibridos . .
A Poblaciones nativas . Testigos comerciales
endogamicas experimentales
CML264 Procedentes del Cimmyt:  EXP.1ICTA HB-83 (ANAGRAB)
CML269 GUAT100 EXP.2ICTA DK-390
CML451 GUAT103 EXP.3ICTA HB-83(VALLE VERDE)
CML492 GUAT1094 EXP4ICTA DOW ELANCO
CML495 GUAT153 EXP5ICTA JC-24
CML497 GUAT303 HS-5 (CB/MONSANTO)
CML498 GUAT823
CML500 GUATS83
CML549 PUEB GP27
CML552 Procedentes de la region
CML553 de Ixcén:
CML574 Santa Ana
CML575 Ariquin
CML576 Arrocillo
Rivera
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3.2 Métodos
3.2.1 Estimacion de la heredabilidad de la tolerancia al CMA

Para obtener una estimacion de la heredabilidad genémica (h?), definida como la
proporcion de varianza fenotipica explicada por la contribucién aditiva cada SNP, se empleé el
método LDAK (linkage disequilibrium adjusted kinship) propuesto por Speed, Hemani,
Johnson, & Balding (2012), el cual ha sido recientemente validado en caracteres humanos
complejos (Speed et al., 2017). EI método estima la proporcién de varianza fenotipica explicada
(h?) por la matriz de relaciones gendmicas ajustada por la correlacion existente entre SNP-SNP
que estan muy cercanos debido al desequilibrio de ligamiento (LD). Para ello, el método evalla
el patron de LD local entre pares de SNP mediante el calculo de una matriz de correlaciones
entre pares de SNP, la cual contiene basicamente la ponderacién para cada SNP. Esta matriz es
utilizada para calcular la matriz de relaciones ajustada, donde la contribucion de cada SNP esta
determinada por su ponderacion. A partir de la matriz de relaciones genémica ajustada se realiza
un andlisis de componentes principales (ACP) para corregir por estructura de poblacion. A
partir de la kinship ajustada se estiman los componentes de varianza (varianza genética y
varianza residual) y heredabilidad mediante un analisis de maxima verosimilitud restringida
(REML, del inglés restricted maximum likelihood), incluyendo los ACP como covariables. Es
importante resaltar que, dado que la matriz de relaciones gendmica (obtenida a partir de
marcadores SNPs) se basa en relaciones genéticas aditivas, la varianza genetica que se estima
corresponde a los efectos aditivos, por consiguiente, la heredabilidad obtenida corresponde al
sentido estricto (Endelman & Jannink, 2012). La estimacion de la heredabilidad se realiza a
partir de los componentes de varianza mediante la siguiente ecuacién propuesta por (Daetwyler
etal., 2014):
dg

p2=—9
~2 ~2"’
05 + 0¢

donde 6; es una estimacion de la varianza genética aditiva capturada por los marcadores

moleculares, 62 es una estimacion de la varianza residual, la cual incluye la varianza genética
no aditiva (dominancia y epistasis), la variacion ambiental, la variacién debida a la interaccion

genotipo ambiente y la varianza del error.
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3.2.2 ldentificacion de marcadores asociados a la tolerancia genética al CMA
Para la identificacion de marcadores SNP asociados a la tolerancia genética al CMA se

realizd un analisis de asociacion de genoma completo. Se evaluaron dos modelos estadisticos,
“Single Marker” y “BayesB”. El primero ha sido ampliamente utilizado en analisis GWAS en
plantas y consiste en evaluar un solo marcador a la vez, de tal forma que se realizan tantas
regresiones y pruebas de hipotesis como marcadores existan. EI modelo BayesB ha demostrado
potencial para deteccion de QTL en estudios de simulacién y ain no ha sido probado con datos
reales (Berg, Fritz & Boichard, 2013; Sahana et al., 2010) y se basa en el hecho de que en
realidad hay muchos loci sin varianza genética (no segregantes) y unos pocos loci con varianza
genética. Para lograr esto, BayesB utiliza una distribucion a priori mixta para estimar los efectos
de los marcadores, la cual consta de un punto de masa fijado en cero y una distribucion normal.
De esta manera la mayoria de marcadores con varianza genética nula son llevados al punto de
masa en cero, mientras que los pocos loci con varianza genética toman un valor de la
distribucion normal (Meuwissen, Hayes & Goddard, 2001). La descripcion de cada modelo de

se presenta en el inciso 3.4.4.

3.2.3 Proporcidon de variacion fenotipica total explicada por los marcadores
La estimacion de la proporcion de variacion fenotipica total explicada (PVE) por los

marcadores se obtuvo del coeficiente de determinacion r2 de los modelos de regresion lineal
multiple ajustados. En el caso del modelo single marker, dado que se prueba un marcador a la
vez, se obtuvo el coeficiente de determinacion r2? de cada marcador derivado del ajuste del
modelo lineal mixto, interpretado como la cantidad de varianza fenotipica explicada por un
marcador puntual. Ademas, se ajusté un modelo de regresién lineal multiple incluyendo los
marcadores asociados significativamente identificados con modelo lineal mixto single marker,
a partir del cual se obtuvo el coeficiente de determinacién multiple ajustado por el nimero de

2

marcadores 7,;, el cual es equivalente a la PVE por los marcadores en conjunto (Collard et al.,

2005). En el caso del modelo BayesB, al ser una regresién simultanea sobre todos los
marcadores a la vez, no es posible estimar la PVE por cada marcador puntual. Por lo cual solo
se realizo el ajuste de un modelo de regresién multiple para estimar la PVE por los marcadores
en conjunto. Ademas, se ajustaron dos modelos regresion maltiple, uno incluyendo los 40 SNPs
identificados con ambos modelos (single marker y BayesB) y el otro incluyendo Unicamente

los 11 SNPs identificados en comdn con ambos modelos. Dado que los modelos de regresion
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son lineales, los efectos son aditivos, por lo que la variacion explicada puede ser atribuida a

efectos genéticos aditivos.

3.2.4 ldentificacién de genes candidatos
Una vez identificados los marcadores SNPs significativamente asociados a la tolerancia

geneética al CMA, se realizo el andlisis del gen candidato para identificar potenciales genes
involucrados en el mecanismo de defensa al CMA de los materiales tolerantes. El
procedimiento consiste en utilizar la posicion fisica de los marcadores para ubicarlos en el
genoma mediante la utilizacion de la base de datos genética y gendmica del maiz (MaizeGDB
database, por sus siglas en inglés) (Andorf et al., 2016), basado en el genoma de referencia
“B73” RefGen v2(MGSC), disponible en http://www.maizegdb.org/. Para identificar la
posible funcién del gen candidato se utilizd la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, por sus siglas en inglés), disponible en

http://www.ncbi.nih.gov/.

Se propusieron como genes candidatos a aquellos genes que contienen al SNP dentro de
su secuencia y/o aquellos que estan cerca (100 Kpb corriente abajo y corriente arriba) de cada
SNP identificado en el analisis GWAS, tomando en cuenta las referencias previamente
publicada sobre genes de resistencia y las principales proteinas codificadas. Se tomo como gen
candidato el gen mas cercano al SNP, y genes aledafios potencialmente involucrados se
anotaron como genes de interés. En el caso de proteinas no caracterizadas ain para maiz, se

tomo6 como referencia genes analogos en otros cultivos como arroz y arabidopsis.

3.2.5 Evaluacion preliminar en campo del nivel de tolerancia genética al CMA
3.2.5.1 Aspectos generales del ensayo
En esta evaluacion preliminar para tolerancia genética a mancha de asfalto se incluyeron
un total de 37 materiales de maiz: 14 lineas CMLs, 12 poblaciones nativas, cinco hibridos
experimentales del ICTA y seis hibridos comerciales como testigos susceptibles. La evaluacién
se realizo en la aldea La Nueva Maquina, del municipio de Ixcan, Quiché, en las coordenadas
16°0023.0" N y 90°33'14.2" O, al 145 m sobre el nivel del mar. Dado que la reproduccién in
vitro de P. maydis para inoculacion artificial no es posible debido a que es un parésito obligado
(Dittrich, Hock, Kranz, & Renfro, 1991), el experimento se realizd bajo condiciones de
infeccion natural, por lo que el desarrollo de la epidemia estuvo en funcidon de las condiciones
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climaticas de la localidad. En el municipio de Ixcan se han reportado fuertes epidemias de
infeccion natural en los meses de noviembre a febrero (ICTA/Red SICTA/IICA/Cooperacion
Suiza, 2011), sin embargo, la evaluacion de tolerancia se realizo en los meses de agosto a
noviembre de 2017 para cumplir con el limite de tiempo del proyecto. Previo a la evaluacion
se realizd un incremento de semilla en los meses de abril a julio del mismo afio, ya que la
cantidad de semilla de las lineas endogamicas proveidas por el Banco de Germoplasma de Maiz
de Cimmyt era muy limitada (50 semillas por linea), y asi garantizar suficiente disponibilidad
para la evaluacion en curso y una reserva para investigaciones subsecuentes. EI método
utilizado para multiplicar semillas de las lineas endogamicas fue por autofecundacién, y en
situaciones cuando se presento asincronia floral, se realizd incrementos por cruzas fraternales.
El vivero se estableciéo en el municipio de Nueva Concepcion, Escuintla, ya que reunia

condiciones favorables de tipo agrondmico, ademas de facilidad en el aspecto logistico.

3.2.5.2 Disefio experimental y evaluacion de la enfermedad
Considerando que el nimero de tratamientos es relativamente alto (37 genotipos), el

ensayo se establecid bajo un disefio alfa lattice, por su mayor eficiente que un disefio en bloque
completos al azar el nimero de tratamientos es grande (Barreto, Edmeades y Crossa, 1994).
Los parametros del disefio fueron: ocho parcelas o unidades experimentales por bloque, cinco
bloques por repeticion, dos repeticiones y 40 tratamientos (incluyendo 3 réplicas internas). Los
bloques se definieron en funcion de la variabilidad del suelo (pendiente, fertilidad, textura, etc.).
La unidad experimental consistié en un surco de 5 m de largo, 0.20 m entre planta y 26 plantas
por surco. El distanciamiento entre surco fue de 0.80 m. Considerando que tanto las lineas puras
y los hibridos son materiales altamente uniformes por su condicién genética, se espera tener

buena precision para detectar diferencias entre los genotipos bajo los parametros utilizados.

Se realizaron dos mediciones del nivel de tolerancia al CMA, una en pre-floracion y en
post-floracion, utilizando la escala de Ceballos y Deutsch (1992). En cada unidad experimental,
se medio el nivel de tolerancia en las seis plantas centrales de manera individualmente.
Posteriormente se obtuvo el promedio de las seis plantas para realizar los respectivos analisis

estadisticos.
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3.3 Operacionalizacion de las variables o unidades de analisis

Tabla 1
Operacionalizacion de variables o unidades de anélisis
Obje,t'.v 0 Variables Técnicas Instrumentos MEQI_CIOI’!,O
especificos cualificacién
Cuantitativa. Equipo de Nivel de significancia
2) Marcadores Anélisis de coémputo, software (p-valor) g
moleculares SNP | asociacion del TASSEL,y R P
genoma completo statistics.
o Posicion fisica en
(E:ualltatl\_/g. Equipo de computo | pares de bases (pb) de
. xploracion en X
b) Genes candidatos e internet. Base de | los marcadores en el
base de datos del : .
. datos MaizeGDB genoma y funcion
genoma del maiz. .
putativa del gen.
Nivel de Cuantitativa: Escalade O a5de 0 (resistente)
C) tolerancia Observacidn visual. | Ceballos y Deutsch | a
genética al CMA (1992). 5 (muy susceptible)

3.4 Procesamiento de datos y plan de analisis
3.4.1 Manejo de las bases de datos y control de calidad
3.4.1.1 Base de datos fenotipica

El manejo y control de calidad consistié basicamente en eliminar las observaciones con
datos fenotipicos faltantes o sin informacion genotipica. Para ello se utilizd Microsoft Excel
2010. De un total de 535 observaciones, Unicamente 463 poblaciones nativas contaban con la
informacion completa del registro del nivel de tolerancia a mancha de asfalto e informacién de
marcadores moleculares, el resto no se incluy6 en el analisis. Adicionalmente se incluyeron en
el andlisis fenotipico dos testigos comerciales que contaban con las lecturas de tolerancia y
rendimiento, sin embargo, no se incluyeron en el anélisis molecular por falta de informacion de

marcadores.

3.4.1.2 Base de datos genotipica
La base de datos genotipica viene agrupada en un archivo por cromosoma, del 1 al 10.

Se realizo la unificacion de los 10 cromosomas en un solo archivo utilizando el software de
licencia libre TASSEL V5.2 (Bradbury et al., 2007). A partir del archivo unificado que contenia
las 4000 poblaciones y 946 mil SNP de los 10 cromosoma, se procedio a extraer la informacion
genotipica de las 535 poblaciones nativas utilizando el software de licencia libre PLINK
(Purcell et al., 2007). De las 535 poblaciones nativas, Unicamente 463 contaba con la
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informacion de marcadores SNP, las cuales representa una gran diversidad y variabilidad

genetica.

El control de calidad consistié en filtrar aquellos marcadores con frecuencia del alelo
menor (MAF, por sus siglas en inglés) mayor de 5 %. Marcadores con MAF<0.05 fueron
descartados, ya que usualmente producen resultados inestables (Corvin, Craddock & Sullivan,
2010; Weng et al., 2011). Con este primer filtrado se eliminaron también aquellos marcadores
monomadrficos, cuyo genotipo es el mismo en todas las muestras y por consiguiente no explican
la variabilidad del nivel de severidad del CMA. Un segundo filtrado se realizd para seleccionar
Unicamente los marcadores con la informacién genotipica completa (0 % datos faltantes) y se
descartaron aquellos que tenian datos faltantes. Después del filtrado se obtuvo un total de
329,692 SNPs polimérficos para el panel de las 463 poblaciones nativas, sin datos faltantes. Se
realiz6 ademas el calculo de las frecuencias alélicas de los marcadores asociados
significativamente. El control de calidad y calculo de frecuencias alélicas de marcadores

asociados significativamente se realiz6 con el software TASSEL.

3.4.2 Analisis de datos fenotipicos
Se realiz6 un analisis de estadisticas descriptivas (ej. media, mediana, cuantiles,

curtosis, etc.) de los BLUPs del nivel de tolerancia genética (TCS2) de los 463 mestizos mas
dos testigos. Para observar el comportamiento de la distribucion de la variable TCS2 se realizo
un histograma de frecuencias combinado con un gréfico box-plot utilizando la funcion histBxp()
del paquete sfsmisc en R. Para verificar la aproximacion de los datos a una distribucién normal
se realiz6 un gréfico cuantil-cuantil utilizando la funcion ggnorm(). Para observar la correlacion
entre el nivel de severidad de mancha de asfalto y el rendimiento de grano por parcela (g) se
realiz6 un grafico de dispersion (x,y) utilizando la funcidn plot(). Los analisis anteriores fueron

realizados con el software de licencia libre R Statistics (R-Core Team, 2015).

3.4.3 Distribucion general de los marcadores en el genoma del maiz
Para verificar que los SNPs estuvieran distribuidos uniformemente a lo largo de los 10

cromosomas, se realizd la visualizacion con el software de licencia libre Flapjack desarrollado
por Cimmyt (Milne et al., 2010). Ademas, se generd el sumario de pardmetros generales de la
informacion genotipica (ej. frecuencias alélicas, proporcion de heterocigotos, datos faltantes,

etc.). Para esto se utilizara el software TASSEL.
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3.4.4 Estimacion de la heredabilidad de la resistencia al CMA
Para implementar este método se utilizé el software de licencia libre LDAK v.5. (Speed

etal., 2017), el cual corre en plataforma UNIX. Primero se calculé la ponderacion de los SNPs
que reflejan los patrones locales de correlacion entre SNPs. Ademas, se consideré en el efecto
del decaimiento del desequilibrio de ligamiento con la distancia, sugerido por los
desarrolladores del software para el caso de plantas. Posteriormente se calculé la matriz de
relaciones genomicas de las 463 muestras (poblaciones nativas). A partir de la matriz de
relaciones ajustada, se realizd el analisis de componentes principales (ACP) para tomar en
cuenta la estructura de poblacion en el panel de asociacion de poblaciones nativas. Los eigen-
vectores obtenidos del ACP fueron incluidos en el analisis REML como covariables.
Finalmente, se estimaron los componentes de varianza mediante el analisis REML, a partir de
los cuales se estimd la heredabilidad gendémica utilizando el estimador de Daetwyler y
colaboradores (2014).

3.4.5 Estudio de asociacion del genoma completo
3.4.5.1 Modelo Single Marker

Para este analisis se utilizd el enfoque de modelo lineal mixto propuesto por Zhang y
colaboradores (2010), que incluye los primeros tres componentes principales como covariables
para el control de la estructura de poblacién y la matriz de parentesco K (definida abajo) para

las relaciones de parentesco. El modelo es el siguiente:
y=Wv+XB+Zu+e¢, 1)

donde y es el vector de fenotipos, v corresponde a los efectos fijos desconocidos de los
primeros tres componentes principales, B corresponde a los efectos de los marcadores
considerados fijos; u son los efectos aleatorios poligenéticos desconocidos, con distribucion
u~N,(0, G). Ademas, la matriz de covarianza G = 2Ko?2, donde K es la matriz de parentesco
(coancestria) de dimensiones n X n, con elementos K;; (i,j = 1, ...,n) calculada a partir del
conjunto de marcadores genéticos y o2 es una varianza genética. Por otra parte, W, X y Z son
las matrices de incidencia para v, B y u respectivamente y € es el vector de residuales aleatorios,
el cual se distribuye e~N,,(0, R), donde R = Ic? e I es una matriz identidad y o2 es la varianza
residual desconocida. Las hipotesis para la prueba de asociacion de cada marcador son:

hipotesis nula B; = 0 e hipotesis alternativa ; # 0. La prueba de hipdtesis se realiza mediante
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una prueba de F. EI umbral de significancia para seleccionar los marcadores fue un valor de
a = 0.0001. Para implementar este modelo se utilizo el software TASSEL V.5.2. Se realiz6 un
gréafico tipo manhattan para visualizar de manera global la distribucion de los marcadores en
los cromosomas y el respectivo puntaje en una escala de —log;(p), donde p es el valor de
probabilidad de la prueba de asociacion de cada marcador; ademas se generd otro grafico tipo
cuantil-cuantil para observar la eficiencia del modelo en el control de falsos positivos. Ambos

graficos fueron realizados con el paquete qgman en R (Turner, 2014).

3.4.5.2 Modelo BayesB
Se utiliz6 el modelo lineal descrito por Pérez-Rodriguez y de los Campos (2014):

y=1u+Xp + ¢, (2)

donde y es el vector de fenotipos, 1 es un vector cuyos elementos son unos, asociado al
intercepto u, X es la matriz de marcadores moleculares, € es el vector de residuos aleatorios, el
cual se distribuye e~N,,(0,R), donde R = Ico? e I es una matriz identidad y o2 es la varianza
de residuos desconocida. B son los efectos de los marcadores, a los cuales se les asigna una

distribucion a priori mixta (Pérez-Rodriguez & de los Campos, 2014):

5 con probabilidad
Bjloj',m = N (O, ajz) con probabilidad (1 — )

La distribucion a priori de la varianza para los marcadores con varianza genética es
aj2~)(‘2(v,5) para j=1,..,p y donde vson los grados de libertad y S es la escala del
parametro. La proporcién de marcadores con efecto diferente de cero fue definida a priori con
un valor de 0.001, lo que significa que al menos 0.1% de marcadores tienen efecto diferente de

cero (Pérez-Rodriguez & de los Campos, 2014).

Como criterio para seleccion de marcadores se utilizé la probabilidad posterior de
inclusion (PIP, del inglés Posterior Inclusion Probability), que es la probabilidad de que un
marcador tenga un efecto diferente de cero (Berg et al., 2013; Pérez-Rodriguez & de los
Campos, 2014). ElI umbral de seleccién fue una probabilidad mayor o igual que 0.05
(PIP>0.05). Para implementar este modelo se utiliz6 el paquete BGLR (del inglés, Bayesian

Generalized Linear Regression, en inglés) en R (Pérez-rodriguez & de los Campos, 2014). Se
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realiz6 un gréfico tipo manhattan con el paquete ggman en R utilizando los valores de PIP

obtenidos del modelo.

3.4.6 Proporcion de variacion fenotipica total explicada por marcadores
Para realizar el ajuste de los modelos de regresion lineal multiple con los marcadores

asociados significativamente se utiliz6 la funcién Im() en R statistic, a partir del cual se obtuvo
el razj ajustado por numero de marcadores. Se ajustd un modelo incluyendo los marcadores
significativos identificados con TASSEL, otro con los marcadores identificados con el modelo
BayesB y otro incluyendo los marcadores asociados con ambas metodologias (40 SNPs) para

determinar la proporcion de variacion explicada en conjunto. Adicionalmente, se ajustd un

modelo incluyendo los 11 SNPs que fueron identificados en comdn por ambos modelos.

3.4.7 Analisis de los datos de la evaluacion de campo
Se realiz6 un analisis grafico descriptivo para identificar los materiales con mayor nivel

de tolerancia a partir del dato promedio del nivel de tolerancia genética al CMA obtenido por

unidad experimental.

3.5 Coherencia de la propuesta de investigacion.

Tabla 2 Coherencia de la propuesta de investigacion

Objetivos
especificos

Actividad

Productos o hallazgos
esperados

Responsables

Identificar marcadores moleculares
SNPs asociados a la tolerancia
genética al complejo mancha de
asfalto en poblaciones nativas de
maiz

Marcadores SNP asociadas a
la resistencia al CMA
identificados.

Coordinador e
investigador I.

b)

identificar genes candidatos
potencialmente involucrados en
mecanismos de defensa al
complejo mancha de asfalto

Genes candidatos
potencialmente involucrados
en el mecanismo de defensa
al CMA identificados.

Coordinador e
investigador I.

Evaluar de manera preliminar en
campo el nivel de tolerancia
genética al CMA de poblaciones
nativas, lineas endogamicas e
hibridos experimentales y
comerciales, en condiciones del
municipio de Ixcan, Quiché

Se espera identificar
germoplasma resistencia al
CMA con la finalidad de que
puedan ser utilizadas como
potenciales donadores en
programas de mejoramiento
genético de maiz.

Coordinador e
investigador I1.
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4  Resultados
4.9 Analisis descriptivo de la base de datos fenotipicos

Las estadisticas descriptivas para los BLUPs del nivel de tolerancia al CMA de la variable
TSC2 de la base de datos fenotipica se presentan en el Cuadro 2. Se observa suficiente diferencia
entre valores maximos y minimos, que van desde 2.428 hasta 4.531, lo cual permite diferenciar
claramente entre materiales tolerantes y susceptibles, confirmando asi la presencia de la
enfermedad por infeccidn natural en el area de investigacion. El valor positivo de la curtosis
(0.157) indica que el nivel de tolerancia tiende a concentrarse alrededor de la media (3.60). El
coeficiente de variacion (CV) refleja niveles de variacion aceptable (11.2%) considerando el
elevado nimero de mestizos evaluados y la alta variabilidad genética intrinseca de los mismos.
Los mestizos derivados de las poblaciones nativas CHIS474, OAXA280, GUAT153, HAIT13
y TABA26 fueron los que mostraron mayores niveles de tolerancia 2.428, 2.430, 2.432, 2.450
y 2.463, respectivamente. Los mestizos mas susceptibles son los derivados de las poblaciones
OAXA130, BRAZ1 y QROO53, con valores de 4.467, 4.503 y 4.531, respectivamente.

Cuadro 2 Estadisticas descriptivas del nivel de tolerancia al CMA (TSC2).
Lectura Media Min Max Cl1 Mediana C3 DE CV  Curtosis

TSC2 3.609 2428 4531 3360 3.660 3.890 0.403 0112 0.157

(Post-floracidn)
DE: desviacion estandar
CV: coeficiente de variacion

C1, C3: primer y tercer cuartil respectivamente.

La Figura 1 muestra un histograma de frecuencias combinado con un gréfico tipo box-
plot, y un gréafico cuantil-cuantil para observar la dispersion de los datos y el ajuste a una
distribucion normal. Se puede observar una asimetria ligeramente negativa, pero en general los
datos se concentran alrededor de la media y se aproximan a una distribucion normal. En el box-
plot se puede observar que el 50% de las poblaciones posee valores de tolerancia entre 3.36 y
3.89, correspondientes a la categoria de moderadamente susceptibles a extremadamente
susceptibles. Unicamente el 9.1% de las poblaciones (42) se encuentran en la categoria

moderadamente resistente (>2 y < 3) segun la escala de Ceballos & Deutsch (1992).
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Figura 1. Graficos de distribucion del nivel de tolerancia al CMA (TSC2). a) Histogramas de
frecuencias combinado con box-plot de la variable. b) Gréfico tipo cuantil-cuantil de
probabilidad normal. Sample Quantiles se refiere a los cuantiles de los valores observados de
la variable TSC2, mientras que Theoretical Quantiles corresponde a los cuantiles tedricos
esperados bajo una distribucién normal.

La Figura 2 muestra la correlacién entre el nivel de tolerancia y rendimiento. Se aprecia
una correlacion negativa (-0.398), por lo que las poblaciones mas susceptibles tienden a
presentar rendimientos mas bajos. Llama la atencion el mestizo derivado de la poblacion
VERAGP24 484, sobresaliente en rendimiento, a pesar de que su nivel de tolerancia no es de

los mejores.
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Figura 2. Gréafico de correlacion entre nivel de tolerancia a mancha de asfalto y rendimiento.
Puntos color verde representan los mestizos mas tolerantes; en color rojo se representan los
testigos comerciales. Punto azul representa al mestizo derivado de la poblacion
VERAGP24 484.
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4.10 Distribucion y estadisticas generales de la informacion genotipica
Después del filtrado, un total de 329,692 SNPs de alta calidad fueron obtenidos para el

panel de asociacion de 463 poblaciones nativas, 1o que refleja una gran diversidad genética en
el panel de asociacion. El nimero total de marcadores SNP por cromosomas se presentan en el
Cuadro 3. El cromosoma uno contiene la mayor cantidad de marcadores SNPs (51,322), lo que
resulta en una alta representatividad de este cromosoma. EI cromosoma diez contiene el menor
numero de marcadores SNPs (23,145). Las Figura 4 y Figura 5 muestran la distribucion de los
SNP a lo largo del genoma del maiz. En general se observa una alta cobertura de SNPs en todos
los cromosomas, y por consiguiente, una alta representatividad del genoma del maiz, con
tendencia a concentrarse mas en las regiones teloméricas que en la region del centromero. Antes
del filtrado la frecuencia promedio del alelo menor (MAF) era de 0.0838 y la proporcion de
SNPs con MAF<0.05 era de 65.07 % (615,661). Después del control de calidad, la frecuencia
promedio del alelo menor (MAF) fue de 0.2269, con un rango de 0.05 a 0.5. En la Figura 3
pueden observarse los histogramas de frecuencia de MAF antes y despues del filtrado.

Figura 3. Histograma de frecuencias del alelo menor antes y después del control de calidad.
Los marcadores con MAF menor de 0.05 fueron descartados.

Cuadro 3. Numero total de SNPs contenidos en los cromosomas después del control de calidad.

Cromosoma Numero de SNPs Cromosoma Numero de SNPs
1 51,322 6 26,210
2 41,232 7 27,664
3 38,023 8 28,047
4 30,072 9 25,168
5 38,809 10 23,145
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Figura 4. Distribucion de los SNPs en los cromosomas del 1 al 5. Incluye dos tipos de graficas por cromosoma, una de barras y la otra
de lineas. Al final se incluye la clave del nivel de densidad de marcadores (Marker density heatmap key) para la interpretacion de la
gréfica de barras. En la gréfica de barras se indica el nimero total de marcadores en cada cromosoma.
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Figura 5. Distribucién de los SNPs en los cromosomas del 6 al 10. Incluye dos tipos de graficas por cromosoma, una de barras y la otra
de lineas. Al final se incluye la clave del nivel de densidad de marcadores (Marker density heatmap key) para la interpretacion de la
gréfica de barras. En la gréfica de barras se indica el nimero total de marcadores en cada cromosoma.



4.11 Estimacion de la heredabilidad de la resistencia al CMA basada en SNPs
A partir del analisis REML se obtuvieron los componentes de varianza (6§ = 0.0798 y

8% = 0.0197) y una estimacion de la heredabilidad en sentido estricto 22 = 0.8020. El alto
grado de heredabilidad revela que la tolerancia a mancha de asfalto es predominantemente
controlada por efectos genéticos aditivos. Ademas, indica una alta repetibilidad y que los datos

fenotipicos son confiables para los analisis genéticos posteriores.

4.12 ldentificacion de marcadores SNP asociados a tolerancia a mancha de asfalto
Un total de 40 marcadores SNPs fueron asociados significativamente a la tolerancia

genética a mancha de asfalto mediante el analisis de asociacion de genoma completo con ambos
modelos, distribuidos de la siguiente manera: con el modelo single marker se obtuvieron 25
SNPs y con el modelo BayesB se identificaron 26, sumando un total de 51 SNPs, de los cuales
11 fueron identificados en comdn. Los marcadores se encuentran distribuidos en 23 regiones
denominadas Bins: 1.04, 1.05, 1.06, 1.1, 1.11, 2.03, 3.04, 4.03, 4.08, 4.09, 5.03, 5.04, 6.01,
6.04, 6.05, 6.07, 7.02, 7.03, 7.04, 8.02, 10.01, 10.04, 10.05. La proporcion de variacion
fenotipica total explicada (PVE) por los 40 SNPs fue de 56%, atribuida a efectos genéticos
aditivos. Los 11 SNPs (S1_293221122, S1 79329381, S2 19259181, S4 234954673,
S6_111966489, S6_111966499, S6_111966511, S6_111966523, S6_ 164681025,
S8 15101936 y S10_135336611) identificados de manera independiente por ambos modelos
sugiere que tales marcadores estdn fuertemente asociados a la resistencia/susceptibilidad al
complejo mancha de asfalto. La proporcion de variacion fenotipica total explicada por los 11

marcadores en conjunto fue de 22.24%.

De manera independiente, con el método single marker con enfoque de modelo mixto
implementado con TASSEL v.5.2 se identificaron 25 SNPs asociados a la tolerancia genética a
la mancha de asfalto con un nivel de significancia de 0#=0.0001, equivalente a un valor de 4 en
la escala de —log,o(p). Los marcadores asociados significativamente se encuentran
distribuidos en todos los cromosomas, excepto el nueve. Los cuatro marcadores mas
significativos (valor de p mas pequefio) fueron S2_19259181, S1 293221122, S6 111966489,
S6_111966511, los cuales explican de manera individual 5.38, 5.07, 4.94 y 4.94 % de la
varianza fenotipica, respectivamente. La proporcion de PVE en conjunto por los 25 SNPs fue

de 34.25%. La Figura 6 muestra un grafico manhattan para visualizar de manera global la
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distribucion de los marcadores en los cromosomas y sus respectivos puntajes en una escala
—log,0(p); en el Cuadro 4 se muestra la lista de marcadores asociados significativamente,

indicando el cromosoma, la posicion fisica, valor de p y PVE.

a)

Rgwlp)

Chromosorme

b)

Chromosome

Figura 6. Gréficos tipo manhattan mostrando la distribucion de los marcadores en los 10
cromosomas y su respectivo puntaje segun el modelo y escala utilizada. Los colores diferencian
a los cromosomas. La linea roja indica el umbral de significancia en ambos graficos segun
modelo. a) Valores de probabilidad en escala —log,,(p) obtenidos con el modelo lineal mixto
single marker y el umbral de significancia es a = 0.0001 (—log,,(0.0001) = 4). b) Valores
PIP obtenidos con el modelo BayesB y el umbral de seleccion de marcadores es PIP>0.05.

Por otra parte, con el modelo BayesB se logré identificar 26 marcadores asociados a la
resistencia a la mancha de asfalto, los cuales superaron el umbral de PIP>0.05. Al igual que en
el método single marker, los marcadores asociados se encuentran distribuidos en todos los
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cromosomas, excepto el nueve. EI marcador con mayor probabilidad posterior de inclusion fue
el S1 293221122, seguido por el S6 111966489, S2_19259181 y S1_ 187644290, con valores
PIP de 0.638, 0.299, 0.233 y 0.225, respectivamente. Con el modelo BayesB, al ser una
regresion simultdnea sobre todos los marcadores, no es posible estimar la proporcion de
varianza fenotipica explicada por cada marcador puntual, por lo cual se presenta una estimacion
de la PVE por los 26 SNPs en conjunto igual a 52.26%, atribuida a efectos genéticos aditivos.
La Figura 6 muestra el grafico tipo manhattan para visualizar la distribucion de los marcadores
en los cromosomas Y sus respectivos valores de probabilidad posterior de inclusion (PIP); el
Cuadro 45 se muestra la lista de marcadores asociados significativamente, indicando el

cromosoma, la posicion fisica, valor PIP.

Respecto a la eficiencia del modelo lineal mixto sobre el control de falsos positivos, el
grafico tipo cualtil-cuantil (figura 7) nos muestra un buen ajuste de los valores de p observados
sobre los valores teoricos esperados bajo una distribucion normal, lo cual indica que se obtuvo
un buen control de estructura de poblacion y relaciones de parentesco y eficiente control de

asociaciones espurias.

Figura 7. Grafico cuantil-cuantil mostrando los valores observados de p del modelo lineal mixto
single marker contra los valores tedricos esperados bajo una distribucién normal en escala

—log1o(p).

Cuadro 4. Marcadores SNP (25) asociados significativamente a la resistencia a mancha de
asfalto identificados con el modelo lineal mixto single marker.

SNP ID Cromosoma Posicion ~ Alelo menor  MAF p PVE
S2 19259181* 2 19259181 A 0.25378 3.35E-06  0.05377
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S1_293221122*
S6_111966489*
S6_111966511*
S1 98461847
S5_48488908
S6_111966523*
S3_23495129
S1_174002950
S6_111966499*
S7_137540103
S6_164681025*
S5_170062437
S4_234954673*
S7_ 151082785
S7_160773966
S2 21726221

S10_135336611*

S1_79329381*
S8_15101936*
S3_23495159
S5_72696410
S3_23495105
S4_17333579
S7_160773952
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0.17387
0.2635

0.2635

0.31425
0.41253
0.2635

0.05616
0.22246
0.2581

0.13067
0.43305
0.38661
0.12851
0.28294
0.05832
0.14903
0.45032
0.28186
0.21058
0.0594

0.05724
0.06479
0.27862
0.06911

6.82E-06
9.04E-06
9.04E-06
1.31E-05
1.53E-05
1.57E-05
1.69E-05
1.76E-05
2.37E-05
3.30E-05
4.44E-05
4.53E-05
5.69E-05
6.12E-05
6.60E-05
6.68E-05
6.79E-05
7.06E-05
7.37E-05
7.56E-05
8.90E-05
9.22E-05
9.34E-05
9.45E-05

0.05066
0.04942
0.04942
0.04779
0.04714
0.04702
0.04669
0.04651
0.04523
0.04379
0.0425

0.04241
0.04142
0.04111
0.04078
0.04073
0.04066
0.04049
0.04031
0.0402

0.03949
0.03934
0.03928
0.03923

PVE Proporcion de la variacion fenotipica total explicada por el marcador, obtenida a partir del 72, It
MAF Frecuencia del alelo menor

* SNPs identificados con ambos modelos.

Cuadro 5. Marcadores SNP (26) asociados significativamente a la resistencia a mancha de
asfalto identificados con el modelo BayesB.

SNP ID Cromosoma Posicion Alelo menor MAF PIP
S1 293221122* 1 293221122 C 0.17387 0.638
S6_111966489* 6 111966489 A 0.2635 0.29875
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S2_19259181* 2 19259181 A 0.25378 0.23275
S1_187644290 1 187644290 C 0.31857 0.22475
S6_111966511* 6 111966511 C 0.2635 0.191
S6_111966523* 6 111966523 G 0.2635 0.14975
S3_124181546 3 124181546 G 0.27862 0.14025
S6_164681025* 6 164681025 G 0.43305 0.13925
S1_282550335 1 282550335 T 0.42117 0.1165
S7_14658428 7 14658428 G 0.2095 0.0905
S1_79329381* 1 79329381 C 0.28186 0.08475
S1 103419465 1 103419465 A 0.4514 0.08275
S6_111966499* 6 111966499 A 0.2581 0.07975
S3_35126726 3 35126726 A 0.31317 0.07825
S1 282674577 1 282674577 Cc 0.35421 0.07175
S4_234954673* 4 234954673 G 0.12851 0.071
S8 15101936* 8 15101936 G 0.21058 0.0705
S7_166698140 7 166698140 T 0.09827 0.07025
S10_4820377 10 4820377 C 0.30346 0.06525
S6_127634563 6 127634563 A 0.45464 0.05975
S6_38117593 38117593 G 0.23218 0.05425
S5_86013493 86013493 C 0.43844 0.053
S4_182611991 182611991 G 0.35205 0.05175
S10_106065368 10 106065368 G 0.11447 0.05075
S7_14658316 7 14658316 G 0.1879 0.05075
S10_135336611* 10 135336611 G 0.45032 0.05075

PVE por los 25 SNPs en conjunto: 52.26%

PVE Proporcién de la variacion fenotipica total explicada por el marcador, obtenida a partir del r‘fdj.
MAF Frecuencia del alelo menor

* SNPs identificados con ambos modelos.

PIP Probabilidad posterior de inclusion en el modelo

4.13 ldentificacion de genes candidatos
Un total de 68 genes candidatos fueron identificados entre los 40 SNPs asociados

significativamente a la tolerancia a mancha de asfalto, de los cuales 61 genes codifican
proteinas con funcién predicha conocida y 7 fueron proteinas hipotéticas no caracterizadas aun

para maiz. La mayoria de los SNPs asociados significativamente fueron encontrados dentro de
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la secuencia de los genes candidatos y otros de forma adyacente a los genes candidatos en una
distancia menor de 10 Kbp. EI nimero de genes candidatos asociados a cada SNP fue de uno
hasta cuatro. Los 68 genes candidatos se encuentran distribuidos en las 23 regiones (bins)

identificadas de la siguiente manera:

Cuadro 6. Distribucién de genes candidatos en las regiones (bins) identificadas.

Region No.Genes C.  Region  No.Genes C.  Region  No. Genes C. Regién  No. Genes C.

1.04 1 3.04 5 6.01 1 7.04 2
1.05 7 4.03 4 6.04 2 8.02 1
1.06 3 4.08 1 6.05 2 10.01 2
11 4 4.09 2 6.07 1 10.04 2
1.11 1 5.03 6 7.02 2 10.05 2
2.03 5 5.04 4 7.03 8

Como puede observarse en el cuadro anterior, hay regiones que contienen solo un gen
candidato y otras regiones que contienen hasta ocho genes asociados a mecanismos de

resistencia, a las cuales debe prestarsele especial atencion.

La funcion predicha de los genes candidatos (Cuadro 7) indica que varios de ellos estan
asociados con resistencia a enfermedades e interactian entre si en diferentes mecanismos de
defensa en plantas, entre ellos varios genes hipotéticos que codifican proteinas con funcion
kinasa ampliamente conocidos por estar involucrados en resistencia a enfermedades, por
ejemplo: GRMZM2G132607 (PFKB-like carbohydrate kinase family protein/ Ribokinase),
GRMZM2G132763  (Leucine-rich  repeat receptor-like protein kinase PEPR1),
GRMZM2G072569 (Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase BAM1),
GRMZM2G168917 (Putative protein kinase superfamily protein), GRMZM2G104384
(Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein), GRMZM5G802725 (Protein
kinase superfamily protein, partial) y GRMZM2G163138 (Probable LRR receptor-like
serine/threonine-protein kinase At1g51860).

También se identificaron genes que codifican proteinas con funcion predicha de factores
de transcripcion, entre ellos: GRMZM2G001930 (MYC transcription factor7),
GRMZM2G080168 (BHLH141 - bHLH-transcription factor 141), GRMZM2G106798
(Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain) transcription factor family protein),
GRMZM2G092609  (Putative  bZIP  transcription  factor  superfamily  protein),
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AC207043.3 FG002 (vQ motif family protein; Transcriptional  Regulators),
GRMZM2G163054 (WRKY-transcription factor 50) y GRMZM2G144275 (BHLH
transcription factor). Otros factores de transcripcion importantes ampliamente conocidos por
estar involucrados en mecanismos de defensa son los que codifican Leucine-zipper, entre los
cuales se identificaron algunos genes candidatos: GRMZM2G351330 (Homeobox-leucine
zipper protein HOX22) y GRMZM2G104204 (Homeobox-leucine zipper protein HOX14-like).
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Cuadro 7. Genes candidatos y posible funcion asociados a los marcadores SNPs identificados en el anélisis de asociacion de genoma
completo para tolerancia genética a mancha de asfalto.

SNP ID

Modelo

Gen candidato asociado

Bin*

Anotacion: Posible funcion proteica

S1 79329381

S1 103419465

S1 174002950

S1 98461847

S1_187644290

S1 282550335

S1 282674577
S1 293221122

S2_ 19259181

S2_21726221
S3_ 124181546

Bayes B - Single Marker

Bayes B

Single Marker

Single Marker

Bayes B

Bayes B

Bayes B
Bayes B - Single Marker

Bayes B - Single Marker

Single Marker
Bayes B

GRMZM5G826389
GRMZM2G070271
GRMZM5G855014

GRMZM2G022909
GRMZM2G381822
GRMZM2G083284

GRMZM2G094390
GRMZM2G001930
GRMZM2G132607
GRMZM2G132763

GRMZM2G132748

GRMZM2G072569

GRMZM2G072806

GRMZM2G072744
GRMZM2G122139
GRMZM2G012280

GRMZM2G462261

GRMZM2G162333
GRMZM2G462258
GRMZM2G351330
GRMZM2G168917
GRMZM2G063688

1.04
1.05
1.05

1.05
1.05
1.05

1.05
1.05
1.06
1.06

1.06

1.10

1.10

1.10
1.10
1.11

2.03

2.03
2.03
2.03
2.03
3.04

SRGL1 protein, cl945 1(263), leucoanthocyanidin dioxygenase
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 27
Uncharacterized protein.

Uncharacterized protein. Analogo en arroz: heat shock protein
putative expressed.

Origin recognition complex subunit 3

Hydrolase-like protein; Metallo-hydrolase/oxidoreductase
superfamily protein

ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein AGD8
MY C transcription factor7

PFKB-like carbohydrate kinase family protein/ Ribokinase
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PEPR1
Complex | subunit; pathways NADH dehydrogenase
ubiquinon phosphorylation and dephosphorylation
Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein
kinase BAM1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8-B
Mitochondrial; NADH-ubiquinone oxidoreductase 23 kDa
subunit

Malate dehydrogenase, glyoxysomal

Cytosolic purine 5-nucleotidase

Zinc knuckle (CCHC-type) family protein; Zinc finger
Putative glucuronosyltransferase PGSIP7; Glycosyl
transferase family 8

Pectinesterase or Pectin methylesterase

Inactive beta-amylase 9

Homeobox-leucine zipper protein HOX22

Putative protein kinase superfamily protein
Galactosyltransferase family protein
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S3_23495129,
S3_23495159,
S3_23495105

S3_35126726

S4_ 17333579

S4_182611991
S4_234954673

S5_48488908

S5_72696410

S5_170062437

S5_86013493

S6_38117503

S6_111966489,
S6_111966499,
S6_111966511,
S6_111966523

S6_127634563

S6_164681025
S7_14658316,

Single Marker

Bayes B

Single Marker

Bayes B
Bayes B - Single Marker

Single Marker

Single Marker

Single Marker

Bayes B

Bayes B

Bayes B - Single Marker

Bayes B

Bayes B - Single Marker
Bayes B

GRMZM2G041352
GRMZM2G121747
GRMZM2G345840
GRMZM2G428456
GRMZM2G104384
GRMZM2G080168
GRMZM2G149108

GRMZM2G106798

GRMZM2G439422
GRMZM2G143445
GRMZM2G143462

AC225718.2_FG006
GRMZM2G163544
GRMZM2G463913
GRMZM2G042758
GRMZM2G344212
GRMZM5G802725
GRMZM2G092609
GRMZM2G071484

AC207043.3_FG002

GRMZM2G086243

GRMZM2G055717
GRMZM2G073700

GRMZM2G118657

GRMZM2G086761
GRMZM2G163054
GRMZM2G022619
GRMZM2G174625

3.04
3.04
3.04
3.04
4.03
4.03
4.03

4.03

4.08
4.09
4.09
5.03
5.03
5.03
5.03
5.03
5.03
5.04
5.04
5.04

5.04

6.01
6.04

6.04

6.05
6.05
6.07
7.02

Nuclease PA3

Protein ABA DEFICIENT 4 chloroplastic
C2 domain-containing protein
Uncharacterized protein

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein

BHLH141 - bHLH-transcription factor 141
Ubiquitin-like 1-activating enzyme E1A

Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain)
transcription factor family protein

Peroxidase 65

Putative autophagy domain family protein

Ubiquitin receptor RAD23b

EF-hand Ca2+-binding protein CCD1

Putative beta-glucosidase 41

50S ribosomal protein L24 chloroplastic

GDSL esterase/lipase

Putative RING zinc finger domain superfamily protein
Protein kinase superfamily protein, partial

Putative bZIP transcription factor superfamily protein
E3 ubiquitin-protein ligase PUB23

VQ motif family protein; Transcriptional Regulators
Uncharacterized protein. Analogo en arroz:
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase putative expressed
NADH dehydrogenase (ubiquinone)

RNA-binding region-containing protein 1

UDP-glycosyltransferase 85A2

Uncharacterized protein
WRKY -transcription factor 50
60S ribosomal protein L18a
Uncharacterized protein
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S7_14658428 Bayes B

S7_137540103  Single Marker

S7_151082785  Single Marker

S7 160773966,
S7_160773952

S7_166698140
S8_15101936

Single Marker

Bayes B
Bayes B - Single Marker

S10 4820377  Bayes B

S10_106065368 Bayes B

S10 135336611 Bayes B - Single Marker

GRMZM5G830839
GRMZM2G330422
GRMZM2G065868
GRMZM2G144275

GRMZM2G115757
GRMZM2G356198

GRMZM2G163138

GRMZM2G163095

GRMZM2G163045

GRMZM2G104204

GRMZM2G025281
GRMZM2G165692

GRMZM2G324231

GRMZM2G314661
GRMZM2G037335
GRMZM2G341741
GRMZM2G113800
GRMZM2G113818

7.02
7.03
7.03
7.03

7.03
7.03

7.03

7.03

7.03

7.04

7.04
8.02

10.01

10.01
10.04
10.04
10.05
10.05

Subtilisin-like protease SBT4.3 y SBT4.4

Analogo en arroz: calcium-transporting ATPase 9 plasma
membrane-type putative expressed

60S ribosomal protein L32

BHLH transcription factor, DNA-binding domain superfamily
protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; FK506-binding protein
DSC E3 ubiquitin ligase complex subunit 1

Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase
At1g51860

Probable ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein
AGD11

Putative disease resistance RPP13-like protein 3; Disease
resistance protein RPM1

Homeobox-leucine zipper protein HOX14-like

Serine/arginine-rich splicing factor SC35

Importin alpha-2 subunit

Uncharacterized protein. Analogo en arroz:

avr9/Cf-9 rapidly elicited protein putative expressed
DDT domain-containing protein PTM
Phospholipid-transporting ATPase 2

Pentatricopeptide repeat-containing protein At2g13600
Probable purine permease 11

Probable purine permease 11

*Regiones del genoma: el mapa genético del maiz fue dividido en 100 segmentos llamados Bin en inglés.
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También se identificaron algunos genes que codifican proteinas con funcion de factores de
transcripcion Zinc finger, tales como: GRMZM2G012280 (Zinc knuckle (CCHC-type) family
protein; Zinc finger), el cual se encontrd cercano al marcador S1 29322122 identificado en
comun por ambos modelos, y GRMZM2G344212 (Putative RING zinc finger domain
superfamily protein), cercano al SNP S5 72696410 identificado con modelo single marker.
Otro hallazgo importante es la identificacion del gen candidato GRMZM2G163045 cuya
funcién putativa es resistencia a enfermedades (RPP13-like protein 3; Disease resistance
protein RPM1).

Otros genes menos comunes pero que recientemente han sido reportados que estan
involucrados e interacttan entre si en mecanismos de defensa a enfermedades en plantas son
GRMZM2G094390 (ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein  AGDS8),
GRMZM2G330422 (Anélogo en arroz: calcium-transporting ATPase 9 plasma membrane-type
putative expressed), GRMZM2G163095 (Probable ADP-ribosylation factor GTPase-activating
protein  AGD11) y GRMzZM2G037335 (Phospholipid-transporting ATPase 2),
GRMZM2G037335  (Phospholipid-transporting ~ ATPase  2), GRMZM2G341741
(Pentatricopeptide repeat-containing protein At2g13600), GRMZM2G165692 (Importin alpha-
2 subunit), GRMZM2G162333 (Pectinesterase or Pectin methylesterase), GRMZM2G115757
(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; FK506-binding protein 2-1), GRMZM2G022619 (60S
ribosomal protein L18a) y GRMZM2G042758 (GDSL esterase/lipase).

4.14 Evaluacion preliminar en campo del nivel de tolerancia genética al CMA

Previo a realizar el ensayo de evaluacion de materiales en campo, se hizo un incremento de
semilla, dado que el total disponible en algunas lineas era limitado (50 granos o semillas). Para
el incremento de las lineas endogamicas se utilizaron autofecundaciones y cuando se presento
asincronia floral se realizd la multiplicacion por cruzas fraternales. En la figura 8 puede
observarse las fotografias del proceso de establecimiento del vivero en el municipio de Nueva

Concepcion, Escuintla.
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Figura 8. Fotografias de las etapas del establecimiento de vivero, monitoreo del crecimiento,
desarrollo vegetativo e identificacion de parcela. Puede observarse en la fase de desarrollo
vegetativo la variabilidad fenotipica entre los distintos materiales, particularmente altura de
planta.

La figura 9 muestra las fases de cruzamientos y control de polinizacion, monitoreo en floracion,
cosecha del vivero y recoleccion e identificacion de materiales. Es importante mencionar que
en los cruzamientos se hicieron tanto autofecundaciones como polinizaciones cruzadas. Estas

segundas cuando no se presentaba sincronia floral en la misma planta.
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Figura 9. Fotografias fases finales del incremento de semilla en vivero.

La figura 10 muestra las fases iniciales del establecimiento del ensayo de evaluacion de los
genotipos a nivel de campo, en el municipio de Ixcan, Quiché. Estas fases fueron preparacion

del suelo, trazo del disefio experimental (alfa lattices) aplicacion de lamina de riego y

tratamiento de semillas
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Figura 10. Fotografia de las fases iniciales del establecimiento del ensayo de evaluacion de
genotipos para tolerancia a mancha de asfalto, en el municipio de Ixcan, Quiché.

La figura 11 muestra las fases complementarias del establecimiento del ensayo de campo, asi
como las primeras etapas de desarrollo del cultivo en la evaluacion de genotipos para medicion

de tolerancia genética a la enfermedad CMA.
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Figura 11. Fotografias de las fases de desarrollo del cultivo y monitoreo de floracion.

La figura 12 muestra las evaluaciones en post-floracion del nivel de tolerancia al complejo
mancha de asfalto en los distintos materiales establecidos en el ensayo. La medicion se realizé
de acuerdo a la escala de Ceballos y Deutsch (1992). No se realiz6 la evaluacion del nivel de
tolerancia al CMA en pre-floracion porque en esa etapa del desarrollo del cultivo, ain no habia

presencia de la enfermedad.
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Figura 12. Fotografia de las distintas expresiones del CMA en los genotipos de maiz evaluados
en el ensayo de campo en post-floracion.

Puede observarse en la figura 12 la presencia del complejo mancha de asfalto en las plantas; sin
embargo, es necesario mencionar que aun y cuando la enfermedad se presentd, su expresion no
estaba definida claramente, ya que todos los materiales se vieron influenciados por efectos de
lluvias torrenciales e inundaciones en la zona del ensayo. Sin embargo, con estas
consideraciones tomadas en cuenta se procedié con la evaluacién, haciendo la salvedad al lector
e investigador que los datos recolectados son datos preliminares y es necesario complementarlo

con mas evaluaciones a través de diferentes localidades y épocas de siembra.

La figura 13 muestra los resultados de la toma de datos de la repeticion 1 del ensayo, se hizo la

lectura de 6 plantas y se calculd el promedio. Se observa que la mayoria de materiales estan

49



dentro de un nivel de tolerancia de acuerdo a la escala utilizada, destacando particularmente las

lineas CML451, CML500, CML553, ICTAHB15 e ICTABY7.
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Figura 13. Expresion de tolerancia al CMA en la repeticion 1 del ensayo a nivel de campo.

CML500

SANTA ANA-criollo

La figura 14 muestra los resultados de la toma de datos de la repeticion 2 del ensayo. Se hizo

la lectura de 6 plantas y se tomo el promedio, puede observarse que la mayoria de materiales

estdn dentro de un nivel de tolerancia de acuerdo a la escala utilizada, destacando

particularmente las lineas CML451, CML500, CML553, ICTAHB15 e ICTABT7.
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Figura 15. Resumen de la expresion de tolerancia al CMA tomando en cuenta el promedio de

las dos repeticiones del ensayo a nivel de campo.



5 Discusion
5.9 Evaluacién fenotipica, heredabilidad y donadores

La distribucién continua del nivel de tolerancia a mancha de asfalta resalta el hecho que
se trata de un caracter cuantitativo y de herencia poligénica (Shi et al., 2014), indicando que
varios 0 muchos genes pueden estan involucrados. El valor de heredabilidad en sentido estricto
estimado (0.8020) es cercano a los valores obtenidos por Ceballos & Deutsch (1992) (0.83 y
0.94) y esté en el rango de los valores de heredabilidad en sentido amplio (incluyendo efectos
no aditivos) obtenidos en otros estudios utilizando lineas endogéamicas (0.54 a 0.96) (Cao et al.,
2017; Mahuku et al., 2016), lo cual sugiere un predominante control genético de la tolerancia a
la mancha de asfalto y una alta repetibilidad de los datos. Lo anterior confirma por una parte la
presencia de un fuerte componente aditivo dado por la alta heredabilidad en sentido estricto
congruente con los resultados de Hernandez (2014); en segundo lugar, el valor positivo de la
curtosis (0.157) sugiere que probablemente estén involucrados algunos genes de efecto mayor
tal como lo refleja el estudio de Ceballos & Deutsch (1992). La alta heredabilidad observada
tambien refleja la alta calidad de los datos fenotipicos de la base de datos, lo cual es un factor
que favorece el poder de deteccion de QTL (Gowda et al., 2015) e indica que los datos son
confiables para andlisis genéticos. Los efectos aditivos ademas pueden ser acumulados

mediante seleccion recurrente en poblaciones nativas.

Los mestizos derivados de las poblaciones nativas CHIS474, OAXA280, GUAT153,
HAIT13 y TABA26 fueron los que mostraron mayores niveles de tolerancia, por lo que estas
poblaciones pueden ser utilizadas como donadores de tolerancia genética al complejo mancha
de asfalto mediante la derivacion de lineas tolerantes e introgresion a materiales élite como

parte de un programa de premejoramiento.

5.10 Identificacion de marcadores SNP asociados a tolerancia a mancha de asfalto
Los marcadores y regiones identificadas en este estudio coinciden con los reportados en

recientes estudios de asociacion utilizando como germoplasma lineas endogamicas vy
poblaciones de mapeo de ligamiento. Estos estudios reportan asociacion en el cromosoma 8
(bin 8.3), cromosomas 2 (bins 2.05y 2.07), 3 (bins 3.04 y 3.09) y 7 (bin 7.02) (Cao et al., 2017
Li et al., 2016). Ademas, en este estudio se identificaron muchas regiones mas asociadas a la

tolerancia a mancha de asfalto. Esto se debe en parte a la gran diversidad genética existente en
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poblaciones nativas, asi como el analisis GWAS como poderosa herramienta para detectar
alelos comunes de efecto menor, lo cual permitio la identificacion de nuevas regiones con
potencial para derivar resistencia a mancha de asfalto. Subsecuentes estudios deben realizarse
para desarrollo de poblaciones biparentales a partir de las poblaciones nativas indicadas como
potenciales donadores de resistencia.

En cuanto a los modelos empleados, cabe resaltar que los marcadores identificados con
el modelo BayesB explican una mayor proporcion de variacion fenotipica, sin embargo, con
ambos se identificaron genes muy importantes relacionados con recepcion y reconocimiento de
sefial y mecanismos de defensa contra patdgenos en plantas, por lo que la combinacién de

ambos modelos puede ser favorable en la identificacion de QTL.

5.11 Identificacion de genes candidatos
La mayoria de genes candidatos identificados producen proteinas ampliamente conocidas

por estar asociadas a procesos enzimaticos de transporte, factores de transcripcion que regula
positivamente la expresion de genes de resistencia, asi como receptores de sefial involucrados
en mecanismos de resistencia de enfermedades causadas por hongos en maiz, tales como,
mancha gris de la hoja (Cercospora zeae maydis), tizn nortefio y surefio (Setosphaeria turcica
y Bipolaris maydis) y carbdn de la espiga (Kump et al., 2011; Poland, Bradbury, Buckler, &
Nelson, 2011; Shi et al., 2014; M. Wang et al., 2012).

Dado que el nivel de expresién de los genes que codifican proteinas de resistencia es critico
para inhibir el desarrollo de la enfermedad, los factores de transcripcion son de suma
importancia, ya que al regular positivamente la expresion de genes de resistencia se limita e
inhibe el desarrollo de la enfermedad (Alves et al., 2014). En este estudio se identificaron varios
factores de transcripcion, principalmente el factor WRKY, el cual ha sido encontrado regulando
positivamente la expresion de genes de resistencia a enfermedades (Eulgem, Rushton,
Robatzek, & Somssich, 2000; Michelmore et al., 2013; Mohr et al., 2010) y el factor MYC
relacionado con la traduccion de sefial MAPK (del inglés, Mitogen-activated protein Kinase)
(Tena, Asai, Chiu, & Sheen, 2001). El factor de transcripcion BHLH (del inglés, basic helix-
loop-helix) es una proteina de la super familia de factores de transcripcion que puede unirse a

sitios especificos de ADN, actuando como un importante regulador de diferentes procesos
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bioldgicos junto con el factor de transcripcion MY C, incluyendo respuesta de defensa en plantas
(Lorenzo, Chico, Sanchez-Serrano, & Solano, 2004; Pireyre & Burow, 2015; Toledo-Ortiz,
Huqg, & Quail, 2003; J. Wang et al., 2015). EI factor de transcripcion bésico Leucine-zipper
(bZIP) con dominios de union a ADN ha sido identificado como responsable de desencadenar
una respuesta de defensa sistémica en la planta para una gran variedad de patdgenos (Alves et
al., 2013; Després, DelLong, Glaze, Liu, & Fobert, 2000), asi como en la produccion de ROS
(del ingles, reactive oxigen species) junto con genes con funcion enzimatica peroxidasa en las
paredes celulares, donde el ROS actla como mecanismo de sefializacion en respuesta a
patdgenos (Bindschedler et al., 2006; Kaminaka et al., 2006, p. 10; Torres, Jones, & Dangl,
2006). Los factores de transcripcion zinc finger identificados en este analisis, también se
encuentras involucrados en resistencia de plantas a enfermedades (Alves et al., 2014; S. K.
Gupta, Rai, Kanwar, & Sharma, 2012). El factor de transcripcion VQ motif regula diferentes
procesos de desarrollo, y cada vez hay mas evidencia del rol que juega en la produccion de

acido salicilico y acido jasménico en respuesta de defensa en plantas (Jing & Lin, 2015).

Varios genes identificados en este estudio codifican proteinas de la familia kinasa,
especialmente los LRR-RPK (del inglés, Leucine-rich repeat receptor-like kinase) que actdan
especificamente como receptores de sefial para deteccion de patdgenos. Los dominios LRR
estan implicados en resistencia a enfermedades en plantas y respuesta a estrés, por lo que son
considerados genes de resistencia (Afzal, Wood, & Lightfoot, 2008; Ng & Xavier, 2011,
Romeis, 2001; Torii, 2004; Zan et al., 2013). Estos genes también fueron identificados en dos

estudios de mancha de asfalto en lineas endogamicas (Cao et al., 2017; Mahuku et al., 2016).

Otros genes identificados producen proteinas que recientemente han sido relacionadas a
respuesta de defensa en plantas, tales como ubiquitins, que actia como receptor de sefial de
defensa (Afzal et al., 2008; Michelmore et al., 2013); importin alpha subunit juega un papel
importante en sefializacion de defensa en plantas (N. Kim et al., 2016; Wirthmueller, Roth,
Banfield, & Wiermer, 2013); Serine/arginine-rich splicing factor se ha asociado en mecanismos
de defensa en plantas mediante la aceleracion de muerte celular e interaccion con otros genes
de defensa (Kumar & Kirti, 2012); GDSL esterase/lipase regula la resistencia sistémicamente

asociada con la sefializacion de etileno (Kwon et al., 2009); Squamosa promoter-binding-like

54



protein codifica factores de transcripcion especificos en plantas involucrados en procesos de
transduccion de sefial (H.-X. Zhang et al., 2016); pentatricopeptide repeats (PPRs, por sus siglas
en inglés) y peroxidases han sido considerados recientemente como genes de resistencia
anédlogos en plantas (Sekhwal et al., 2015); glucosyltransferase ha sido reportado en
Arabidopsis en sefializacion de induccién de acido salicilico y acido jasmonico en respuesta a
enfermedades (Blanco-Herrera et al., 2015); autophagy domain family protein, juega un papel
importante en la defensa contra pathogenos y productos toxicos (S.-H. Kim, Kwon, Lee, &
Chung, 2012); RNA binding protein involucradas en el control de infeccion por virus, bacterias
y hongos (Huh & Paek, 2013; Musidlak, Buchwald, & Nawrot, 2014; Woloshen, Huang, & Li,
2011). Llama la atencion que esta ultima proteina codificada por el gen GRMZM2G073700
estd cercano a cuatro SNPs ubicados en el cromosoma 6, bin 6.04 (S6 111966489,
S6_111966499, S6 111966511, S6_111966523), los cuales fueron identificados con ambos

modelos. Seria interesante realizar un mapeo mas fino y realizar anélisis de haplotipos.

Los genes cuyas proteinas no estaban caracterizadas, posiblemente se deba a que no estan
contenidas en el genoma de referencia B73, ya que esta linea corresponde a germoplasma de
zona templada, mientras que las poblaciones nativas evaluadas en este estudio estan adaptadas

a zonas tropicales.

En cuanto a los modelos empleados, con ambos se identificaron genes muy importantes
relacionados con recepcion y reconocimiento de sefial y mecanismos de defensa contra
patdgenos en plantas, por lo que la combinacion de ambos modelos puede ser favorable en la
identificacién de QTL.

La participacion de multiples genes con funciones distintas pero asociadas a respuesta de
defensa en plantas confirma que se trata de un caracter de herencia poligénica. Hace falta
investigar mas sobre el tipo de interaccion que puede ocurrir entre los genes involucrados y
para un mejor entendimiento desde el punto de vista biolégico y bioquimico. Los genes
candidatos identificados en este estudio puede servir de base para subsecuentes investigaciones,

en las cuales se realice un mapeo fino de los genes mas importantes y desarrollar marcadores
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funcionales para el mejoramiento asistido por marcadores moleculares para la seleccion de

lineas e introgresion en materiales élite en el marco de un programa de mejoramiento.

5.12 Evaluacion preliminar en campo del nivel de tolerancia genética al Complejo
Mancha de Asfalto
El uso de distintos materiales en este estudio pretendia aprovechar la diversidad genética

para ampliar el rango de tolerancia genética al complejo mancha de asfalto. Esto en acuerdo
con Strange & Scott (2005) que proponen la variabilidad genética como una estrategia para
restringir la incidencia de enfermedades en las plantas. En ese sentido las variedades nativas
constituyen un importante recurso portador de genes con resistencia, para ampliar la base
genética de los cultivos. Lo anterior en concordancia con los planteamientos de Pritch (2001)
que considera la busqueda de variabilidad genética como un objetivo de importancia en los
programas de pre-mejoramiento. Los resultados en campo mostraron que la mayoria de los
materiales tienen cierto nivel de tolerancia, destacando las lineas CML451, CML500, CML553,

ICTAHB15 e ICTABY.

Inicialmente previo al establecimiento del ensayo la informacion de los materiales indicaba que
todos ellos habian manifestado cierto nivel de tolerancia al complejo CMA. (CIMMYT 2013 y
comunicacion personal con donadores del germoplasma utilizado) Este nivel de tolerancia
general se presentd también en los genotipos evaluados en este estudio. Sin embargo, es
necesario acotar que los datos tomados en esta investigacion se hicieron bajo condiciones de
expresion de la enfermedad, pero también en condiciones de los materiales afectados por lluvias

torrenciales e inundaciones, por lo que los resultados deben tomarse con cierta reserva.

Por otra parte debe considerarse que los materiales evaluados en esta investigacion se hicieron
en condiciones climaticas y edafoldgicas diferentes a las condiciones en donde se reporta que
inicialmente se hicieron evaluaciones de los mismos. Este componente también puede tener

influencia en los resultados presentados en este estudio.

La tolerancia genética que los materiales presentan al CMA, pueden ser de carécter aditivo,

tomando en cuenta los distintos rangos de tolerancia presentada. Esto estaria de acuerdo con los
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datos indicados por Hernandez (2014) cuyo estudio confirmd que los efectos génicos de
dominancia y aditividad estan presentes en la tolerancia genética a la enfermedad mancha de

asfalto pero que los genes aditivos son los de mayor importancia.

6 Impacto esperado
Desde el punto de vista técnico-cientifico, es el primer proyecto de investigacion

biotecnoldgico en Guatemala donde se utilizaran marcadores moleculares de Gltima generacion
que identifican polimorfismos de nucleotido simple (SNP), generados con la tecnologia de
Gltima generacién denominada genotipificacion por secuenciacion (GBS). El gran nimero de
variedades nativas a analizar (463) constituye un proyecto de investigacién robusto. Las
técnicas de analisis, métodos y software a utilizar son herramientas bioinformaticas y
bioestadisticas modernas que permitira obtener mayor precision en la deteccion de marcadores
moleculares asociados a la tolerancia genética al CMA, los cuales servirdn de base para
subsecuentes investigaciones orientadas al desarrollo de marcadores funcionales que puedan
ser utilizados en el mejoramiento genético asistido por marcadores para el desarrollo de nuevos
materiales de maiz con resistencia durable al CMA. Con la evaluacion de campo se espera
identificar variedades nativas y CMLs tolerantes al CMA que puedan ser utilizados para el
desarrollo de materiales tolerantes genéticamente adaptados a las condiciones de la region de
Ixcan en el mediano y corto plazo. Considerando que la mayoria de variedades nativas son
originarias de México, Brasil, Guatemala, y paises de Centro y Sudamérica, se espera que los
resultados de los analisis bioinformaticos y bioestaditicos trasciendan las fronteras, y pueden

ser utilizados por otros paises donde la enfermedad tiene importancia econdémica.

7 Conclusiones
La tolerancia al complejo mancha de asfalto es en caracter cuantitativo controlado

principalmente por efectos genéticos por la alta heredabilidad observada (A% = 0.8), cuya
herencia poligénica esta mediada por muchos loci de efecto pequefio (efectos aditivos) y

algunos pocos loci de efecto grande o medio (efectos dominante y epistaticos).

Las poblaciones nativas CHIS474, OAXA280, GUAT153, HAIT13y TABAZ26 de la base

de datos fenotipicas fueron los que mostraron mayores niveles de tolerancia en el andlisis
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descriptivo fenotipico, por lo que estas poblaciones pueden ser utilizadas como donadores de

resistencia genética al complejo mancha de asfalto.

Un total de 40 marcadores SNPs fueron asociados significativamente a la tolerancia
genética a mancha de asfalto mediante el estudio de asociacion del genoma completo. La
proporcidn de variacion fenotipica total explicada (PVE) por los 40 SNPs fue de 56%, atribuida

a efectos genéticos aditivos.

El analisis del gen candidato nos muestra que la tolerancia al complejo mancha de asfalto
estan involucrados multiples genes con diferentes funciones relacionados a respuesta de defensa
contra enfermedades que interactdan entre si, principalmente factores de transcripcion,
receptores y transductores de sefial, desencadenadores de respuesta de defensa sistémica,
respuesta a estrés y genes cuya funcion proteica ha sido asociada recientemente a mecanismos

de defensa en plantas.

Los materiales genéticos evaluados preliminarmente a nivel de campo presentaron en
general cierto nivel de tolerancia al CMA, sin embargo, debido a los efectos de lluvias
torrenciales e inundaciones que afectaron el desarrollo de la enfermedad, los resultados del

ensayo de campo deben tomarse con reserva.
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Escala de severidad del complejo mancha de asfalto en maiz con base en la propuesta de

11 Apéndice

(Ceballos & Deutsch, 1992).

Area afectada

Clase Categoria Observaciones (%)
0 Inmune 0 muy Sin 0 con muy pocas lesiones, todas en hojas 0_2%
resistente inferiores a la mazorca.
1 Resistente Varias lesiones en hojas inferiores a la mazorca. 3-10%
Muchas lesiones en hojas inferiores a la mazorca,
Moderadamente algunas areas necroticas, pero la mayor parte del 0
2 . . ; X . 11-25%
resistente area todavia verde. Algunas lesiones en hojas
superiores.
Mayoria del area de las hojas inferiores a la
Moderadamente : : 0
3 . mazorca necrosada. Muchas lesiones ocurriendo 26 —50 %
susceptible . .
en hojas superiores.
Sin tejido verde en las hojas inferiores.
4 Susceptible Considerable &rea foliar necrosada en hojas 51-80%
superiores.
Extremadamente )
. Planta muerta o con muy poca area verde. >80 %
> susceptible yp
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