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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Determinacién de grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical

mediante cruzamientos dialélicos y marcadores SNP.

Uno de los objetivos principales de los programas de mejoramiento genético de maiz es
desarrollar lineas parentales endocriadas de alto valor genético que al ser cruzadas
puedan producir hibridos con caracteristicas agrondmicas superiores. En Colombia, la
obtencidn de este tipo de hibridos es de alto interés ya que pueden ayudar a aumentar el
rendimiento y la produccion de maiz y cerrar la brecha que existe entre la produccion
nacional y la importacién de maiz que actualmente es del 74%. Actualmente el programa
de mejoramiento genético de maiz de Semillas Valle no cuenta con una caracterizacion
del germoplasma que le permita establecer estrategias eficientes para la obtencion de
hibridos de alto rendimiento. En el presente estudio se llevé a cabo la clasificaciéon de
lineas endocriadas en grupos heteroticos a partir de datos genémicos empleando
marcadores moleculares tipo SNP y variables fenotipicas en 66 lineas del programa de
mejoramiento de Semillas Valle S.A., y a partir de datos de campo de un ensayo de tipo
dialelo donde participaron 30 parentales. A partir de un analisis de cluster de los datos
SNPs se identificaron tres grupos heteroticos o subpoblaciones. Por otra parte, los
resultados del dialelo permitieron clasificar las lineas en dos grupos heteréticos basados
en los efectos de la habilidad combinatoria especifica (HCE), y en tres grupos basados
en la habilidad combinatoria general para multiples rasgos (HGCAMT). Sin embargo, la
integracion de las metodologias podria proveer mas informacion respecto a los grupos

heteréticos presentes en la poblacion evaluada.

Palabras clave: grupos heter6ticos, maiz tropical, dialelo, habilidad combinatoria

especifica, SNP, analisis de cluster.



Determinacion de grupos heterdéticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
cruzamientos dialélicos y marcadores SNP

Abstract

Heterotic grouping of tropical maize inbred lines using Diallel crosses and SNP
markers

One of the main objectives on the maize breeding programs is the development of
parental inbred lines of high genetic value, which crossings could produce new hybrids
with improved agronomic characteristics. In Colombia, obtaining this kind of hybrids is
highly interesting because it can help to obtain better yielding and improve the maize
production, to close the gap between the national production and the maize imports,
which currently represents the 74% of the internal consume. Currently, the Semillas Valle
maize breeding program does not have with the characterization of the germplasm to be
used in the establishment efficient strategies for the high yielding hybrids. In this study,
we are going to evaluate the classification of inbred lines into heterotic groups using SNP
molecular markers, and field data of 66 lines from the Semillas Valle S.A. maize breeding
program, and from field data of a diallel crossing essay where 30 parental lines
participate. From a cluster analysis of the SNPs data, we identify three heterotic groups or
subpopulations. In the other hand, diallel results allows us to infer three different groups.
Nevertheless, the integration of both methodologies could provide additional information

about the heterotic groups present in the population.

Keywords: heterotic groups, tropical maize, diallel, specific combining ability,

SNP, cluster analysis.
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Capitulo 1: Determinacion del patron heterético y habilidad combinatoria en lineas de
maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.

Introduccidén

En Colombia, el maiz (Zea mays L.) es el tercer cultivo con mayor superficie de siembra
después del café y el arroz. La produccién de maiz en Colombia aumento en las Ultimas
décadas presentando un incremento de 76% entre 1961 y 2016. A pesar de ello, es el
pais con mayor volumen de importaciones en Suramérica y el séptimo en el mundo,
cubriendo alrededor del 74% de la demanda interna de maiz con importaciones
(Govaerts et al., 2019). El cultivo de maiz en Colombia se desarrolla en dos tipos de
sistemas productivos que corresponden al sistema productivo tradicional y tecnificado. La
diferencia radica en que en el sistema tradicional no se usan semillas hibridas ni
sistemas de irrigacion, y la aplicacion de fertilizantes esta restringida al uso de nitrégeno
con dosis de hasta 40 kg/ha, y se desarrollan en areas inferiores a 5 hectareas (Salgar,
2004; Viveros Barrera, 2016). En contraste, el 84.5% del sistema tecnificado ha adoptado
el uso de semilla hibrida, y se caracteriza por la implementacién de maquinaria agricola y
grandes volumenes de fertilizacién, asi como por desarrollarse en areas superiores a las
5 hectareas (Fondo Nacional Cerealista & FENALCE, 2011; Govaerts et al., 2019; Salgar,
2004). El primer sistema tiene un rendimiento promedio de 2 t*ha?, mientras para el
segundo es de 5.4 t/ha. De acuerdo con algunas experiencias en el CIMMYT, los hibridos
mejorados pueden alcanzar rendimientos entre 37 y 105% mas en relacion con las
variedades regionales (Govaerts et al., 2019) y en el Valle del Cauca se han alcanzado
rendimientos de hasta 8.5 t/ha (UGRA, 2018). Asi, con el objetivo de aumentar la
produccion de maiz en Colombia, los hibridos representan el estdndar que se quiere
alcanzar en términos de produccion y calidad. Alcanzar este estandar implica un proceso
de mejoramiento genético para la generacion de lineas parentales, formacion de hibridos
experimentales, su evaluacion a través de diferentes ambientes y la seleccion de los

mejores hibridos (Govaerts et al., 2019).

El principal objetivo de los programas de mejoramiento genético de maiz es desarrollar

lineas endocriadas, producto de seis a ocho ciclos sucesivos de autopolinizaciones, de



alto valor genético que tengan buena habilidad combinatoria, de forma tal que al ser
cruzadas por otras lineas endocriadas generen hibridos de alto rendimiento y excelente
comportamiento agrondmico (Ricci et al., 2007; Tollenaar et al., 2004). El desarrollo de
hibridos de maiz parte del mejoramiento sistematico de una poblacién por seleccion
recurrente y la explotacion del principio de heterosis que se presenta en algunas
especies simultaneamente (Labroo et al., 2021). La heterosis, o vigor hibrido, hace
referencia a un fendbmeno en el que la progenie de un cruzamiento entre lineas
endocriadas muestra un comportamiento superior al de los parentales, exhibiendo mayor
biomasa, crecimiento y desarrollo mas rapidos y mejor rendimiento, entre otros (Birchler
et al., 2003; Ricci et al., 2007).

La definicion de grupos o patrones heteréticos es fundamental en el mejoramiento de
maiz hibrido, ya que en programas con gran cantidad de lineas parentales se evita la
evaluaciéon de cruzamientos que no van a presentar resultados positivos (Barata &
Carena, 2006; Mahato et al., 2021; Singh & Gupta, 2019; van Inghelandt et al., 2010). De
acuerdo con Maruthi (2019), los grupos heteroéticos se definen como grupos de genotipos
gue pueden o no estar relacionados entre ellos, que se caracterizan por presentar una
respuesta heterdtica cuando son cruzados por grupos de genotipos genéticamente
distintos. Existen diferentes metodologias para clasificar los grupos heteréticos en maiz,
tales como la evaluacion de la habilidad combinatoria especifica (HCE) para el
rendimiento de grano; el efecto de la habilidad combinatoria general en multiples rasgos;
la habilidad combinatoria general y especifica para el rendimiento, y las distancias
genéticas basadas en SNPs (Oyetunde et al., 2020).

Los cruzamientos dialélicos se usan para estimar los efectos genéticos de las
poblaciones de mejoramiento. De acuerdo con Griffing (1956a), los cruzamientos
dialélicos son un sistema en el cual un numero determinado de lineas es seleccionado
para realizar cruzamientos entre ellas, formando todas las combinaciones posibles, con
el fin de clasificar las lineas endocriadas en grupos heteréticos, de acuerdo con su
comportamiento agronémico y rendimiento en campo. Esta es una de las técnicas de
biometria mas usadas y ha sido empleada por varios investigadores para definir patrones
heteroticos en maiz (Christie & Shattuck, 2010; El-Badawy, 2013; Murtadha et al., 2018;
Reif et al., 2003; Wang et al., 2020).



Capitulo 1: Determinacién del patron heterético y habilidad combinatoria en 23
lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.Determinacion de

grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
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Por otra parte, el uso de marcadores moleculares ha mostrado ser til en la clasificacién
de lineas endocriadas en grupos heteréticos ya que permite evaluar la diversidad
genética al nivel del ADN. Los analisis basados en marcadores moleculares pueden
constituir una herramienta confiable y efectiva para evaluar la diversidad dentro de
diferentes poblaciones de maiz y compararlas entre ellas. Una de las ventajas de estos
analisis es la gran cantidad de marcadores genéticos evaluados, lo cual puede facilitar la
interpretacion de los resultados y la inferencia de la estructura poblacional (Adu et al.,
2019).

El andlisis de escalamiento multidimensional (MDS) es una técnica que permite
establecer las relaciones fenotipicas en el germoplasma evaluado a partir de la matriz de
distancias genéticas (A. R. da Silva et al., 2014, Reif et al., 2003), Reif et al., 2003).
Hasta ahora, las repeticiones de secuencias cortas (SSR, por sus siglas en inglés) han
sido los marcadores mas usados en la determinacion de grupos heter6ticos en maiz
(Aguiar et al., 2008; Barata & Carena, 2006; Maruthi, 2019; van Inghelandt et al., 2010).
Hoy en dia los polimorfismos de nucleétido simple o SNPs (por sus siglas en ingles), se
han convertido en una eleccion comun ya que ocurren en una frecuencia mucho mas alta
en el genoma que los SSR. El chip de lllumina MaizeSNP50, consiste en 56,110 SNPs
(Q. Li et al.,, 2012) y ha demostrado ser eficiente para realizar analisis de estructura
poblacional y diversidad genética, y para la resoluciéon de grupos heteréticos. Este arreglo
contiene numerosos SNPs directamente relacionados con rasgos agronémicos de
importancia, lo que lo hace muy util en la evaluacion de germoplasma, mapeo genético y
mejoramiento (Q. Li et al., 2012; N. Liu et al., 2016).

Aunque la clasificacién de grupos heter6ticos es igualmente posible a partir de datos
fenotipicos en ensayos de tipo dialelo, o a partir de informacion genética, en nuestro
contexto no se ha determinado cual metodologia es mas eficiente en la clasificacién de
lineas endocriadas en grupos heteréticos en términos de tiempo y recursos necesarios.
Es posible que el uso complementario del andlisis de habilidad combinatoria y el uso de
marcadores moleculares permita realizar comparaciones directas de la similitud genética
entre las lineas (Barata & Carena, 2006; Mahato et al., 2021; Maruthi, 2019). El éxito de
un programa de mejoramiento depende en gran medida de la eficiencia de los

procedimientos usados en la determinacion de las lineas que deben ser cruzadas, para



producir hibridos sobresalientes (Pinto et al., 2003). Por tanto, es necesario establecer
estrategias eficientes para la asignacion de genotipos en grupos heter6ticos, haciendo
posible la clasificacion de lineas endocriadas desarrolladas en el programa de forma
rapida y precisa con el fin de evitar la formacion y evaluaciébn de cruzamientos que
posiblemente seran descartados, permitiendo explotar el germoplasma y la heterosis

presente en el mismo.

El objetivo del presente estudio fue clasificar 66 lineas élite de maiz de origen tropical del
banco de germoplasma de Semillas Valle S.A. en grupos heteréticos, mediante
marcadores moleculares tipo SNP y variables fenotipicas. Este estudio constituye una
contribucién importante en el desarrollo de préacticas eficientes y metodologias de
mejoramiento en el programa de Semillas Valle S.A., permitiendo la generaciéon de
hibridos de alto rendimiento y caracteristicas agronémicas deseables, desarrollados en
las condiciones del Valle del Cauca, incentivando las siembras de maiz tanto en el
departamento como en el pais, al generar aumentos en la produccion, y asi beneficios

para los agricultores.
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1.Capitulo 1: Determinacion del patron
heterdtico y habilidad combinatoria en
lineas de maiz tropical a partir de
cruzamientos dialélicos.

1.1 Resumen

Los cruzamientos dialelicos han permitido la determinacion de la habilidad combinatoria
general (HCG) y la habilidad combinatoria especifica (HCE), asi como la determinacién
de grupos heteroticos, lo cual es de gran importancia en programas de mejoramiento
genético para la produccion de hibridos. El estudio se llevé a cabo en los dos semestres
del afio 2018, en dos localidades del Valle del Cauca con el objetivo de clasificar 30
lineas de maiz de origen tropical a partir de un ensayo de dialelo donde se incluyeron los
parentales y las F1, sin reciprocos, comparando la aplicacion de dos metodologias de
clasificacion: a partir de la HCE del rendimiento de grano, y en la habilidad combinatoria
general para multiples rasgos (HGCAMT). Los efectos de HCG fueron menores para los
componentes de rendimiento respecto a los efectos de la HCE, sugiriendo que la accién
génica no aditiva es mas importante que la accion génica aditiva en el conjunto de lineas
evaluado. Las lineas fueron clasificadas en dos grupos heteréticos basados en los
efectos de la HCE, y en tres grupos basado en la HGCAMT. Las lineas LB10, LA13 y
LAO8 se identificaron como posibles probadores heteroticos de los grupos identificados,
mientras que los hibridos LB04/LB33, LB22/LA03, LA14/LA06, LB15/LAO8 y LBO6/LAO3

se identificaron como las mejores combinaciones con potencial para mercado.



Palabras clave: cruzamiento dialelico, habilidad combinatoria general, habilidad
combinatoria especifica, grupos heteréticos, maiz tropical.

Abstract

Diallel crosses allow the determination of the general combining ability (GCA) and the
specific combining ability (SCA), as well as the determination of heterotic patterns, which
have great importance in hybrid crop breeding. The present study was conducted in 2018
during two semesters, at two locations in Valle del Cauca to classify 30 tropical maize
inbred lines, through a diallel cross where parentals and F1s where included, with no
reciprocals. Two classification methodologies were applied: one based on the SCA of
grain yield and the other one based on the GCA of multiple traits (HCGAMT). For grain
yield, GCA effects where less in magnitude in relation to SCA effects, suggesting that
non-additive gene action is more important than additive gene effects for this trait in the
set of lines. Lines were classified in two heterotic groups based in SCA effects, and in
three groups based on HGCAMT. Lines LB10, LA13 and LAO8 were identified as the best
candidates for testers for the heterotic groups identified, while LB04/LB33, LB22/LAO3,
LA14/LAO6, LB15/LAO8 y LBO6/LAO3 were identified as the best hybrids for potential

commercialization.

Key words: diallel cross, general combining ability, specific combining ability,

heterotic groups, tropical maize.

1.2 Introduccién

Algunos métodos experimentales de comparaciones directas entre progenies
desarrolladas mediante cruzamientos y endocria permitieron realizar observaciones en
donde usualmente los cruzamientos presentaban mayor vigor y productividad,
particularmente aquellos que se producian luego de algun nivel de endocria de los
parentales, lo cual se nombré como heterosis (Hallauer, 2015). El fenémeno de heterosis
fue definido por Shull (1952) (citado por Hallauer (2015) y Meena et al. (2017)) como: “La
interpretacion del incremento del vigor hibrido, tamafo, fructificacion, velocidad de
crecimiento, resistencia a enfermedades e insectos plaga, o condiciones climaticas de

cualquier tipo, manifestada por organismos producto de un cruzamiento comparados con
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sus correspondientes endocrias”, es decir, la diferencia entre un hibrido y sus parentales
(Meena et al., 2017). La heterosis es una de las bases del mejoramiento genético de

cultivos con polinizacién cruzada como el maiz (Hallauer, 2015).

El concepto de cruzamiento dialélico como la recombinacién de la variabilidad genética
en un programa de mejoramiento, realizando cruzamientos entre todas las lineas
endocriadas presentes, fue propuesto por Sprague & Tatum (1942) y Griffing, (1956),
(citados por (Nardino et al., 2016)), estableciendo que n lineas van a resultar en n?
cruzamientos. Los cruzamientos dialélicos permiten estimar los parametros genéticos
Utiles en la seleccién de parentales para la construccion de hibridos, ademéas de la
identificacion de las mejores combinaciones de parentales para ser usados como
hembras o machos de acuerdo con la mayor expresion de heterosis observada (Nardino
et al.,, 2016). En maiz, existen gran cantidad de grupos heteréticos en diferentes areas
geograficas, que fueron usados como el germoplasma original por los primeros
mejoradores de maiz (Melchinger & Gumber, 1998). Si bien los grupos heteréticos no
evolucionan naturalmente, poblaciones de diferentes origenes pueden ser genéticamente
diferentes en las frecuencias alélicas, lo que puede resultar en el fenébmeno de heterosis
(Hallauer, 2015). Asi, el éxito del desarrollo de hibridos en maiz requiere establecer los

patrones heteréticos del germoplasma con que se cuenta (Meena et al., 2017).

Varios autores han reportado el uso de ensayos de tipo dialelo, donde se han evaluado
hibridos simples formados por lineas endocriadas (Bidhendi et al.,, 2009; El-Badawy,
2013; Paterniani et al., 2000). Estos ensayos han permitido determinar la habilidad
combinatoria general (HCG) y la habilidad combinatoria especifica (HCE), asi como la
determinacion de grupos heteréticos y las mejores combinaciones, lo cual ha sido de
utiidad en programas de mejoramiento genético para la produccién de hibridos y
variedades compuestas por hibridos que al cruzarse presentan un comportamiento
favorable para los rasgos de interés (Badu-Apraku et al., 2013). La HCG es resultado de
los efectos de la accidn génica aditiva de los rasgos altamente heredables y corresponde
a un estimativo del comportamiento promedio de un parental en sus combinaciones
hibridas, mientras que la HCE es resultado principalmente de los efectos no aditivos,
incluyendo la dominancia y epistasis, y es una medida de la desviacion del

comportamiento del hibrido respecto al comportamiento esperado a partir de la HCE de



sus progenitores (Lu et al., 2020; Reif et al., 2007; Sprague & Tatum, 1942)de sus
progenitores (Lu et al., 2020; Reif et al., 2007; Sprague & Tatum, 1942).

Se han establecido diferentes aproximaciones para clasificar lineas endocriadas en
grupos heteroticos con base en la habilidad combinatoria de cada parental. Usualmente,
la clasificacién de lineas se realiza con base en la HCE del rendimiento de grano, debido
a la asuncion de que la HCE entre lineas de diferentes grupos es superior a la que se
presenta entre lineas del mismo grupo (Bidhendi et al., 2009; Chandel et al., 2019;
Menkir et al., 2004a). Sin embargo, dado que el rendimiento es un rasgo complejo, Badu-
Apraku et al. (2013) propusieron un método de clasificacion basado en la habilidad
combinatoria general de mudltiples rasgos (HGCAMT), el cual integra la HCG de
diferentes caracteres con efectos aditivos significativos en los ambientes evaluados
(Badu-Apraku et al., 2013; Olutayo Akinwale, 2021).

Dada la necesidad de establecer grupos heteroéticos y la utilidad de los dialelos para este
fin en los programas de mejoramiento, el objetivo del presente estudio fue determinar los
patrones heteroticos y la habilidad combinatoria para componentes de rendimiento de 30
lineas endocriadas de maiz de origen tropical del programa de mejoramiento de Semillas

Valle S.A., a partir de cruzamientos dialélicos.

1.3 Materiales y métodos

El ensayo se realiz6 entre los afios 2016 y 2018. La formacién de hibridos fue llevada a
cabo entre 2016 y 2017, y posteriormente la evaluacién de los hibridos se realiz6 en
2018.

1.3.1 Seleccion de parentales y formacion de hibridos

En el ensayo se incluyeron 30 lineas élite del programa de mejoramiento de Semillas
Valle S.A como parentales, 15 lineas de grano color blanco y 15 lineas de grano color
amarillo. Las lineas fueron seleccionadas por ser las lineas parentales con mayor
cantidad de hibridos experimentales formados desde 2013. Con ayuda de la herramienta
informética Semillas (v. 2018) (Semillas Valle S.A.), se programaron cruzamientos entre
los 30 parentales, sin incluir los reciprocos, de acuerdo con el método Il descrito por

Griffing (1956), para un total de 435 cruzamientos [(P(P-1)) /2] y los 30 parentales. La
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obtencion de semilla se realizd en las instalaciones del Centro Experimental Guillermo
Paz Casas de Semillas Valle S.A. ubicado en el municipio de El Cerrito, Valle del Cauca.
Los cruzamientos fueron formados mediante polinizaciones manuales para asegurar la
integridad genética de los materiales. Para ello, las lineas hembra y macho se sembraron
en una relacion de 2 surcos a 1, respectivamente. Cada hembra se dispuso en campo en
2 surcos de 2 metros, separados a 0,8 m entre surcos, en grupos de 10 a 15 hembras
seguidas por el macho correspondiente para la formacion del hibrido. Los parentales se
obtuvieron mediante autopolinizaciones manuales, en 2 surcos de 2 metros cada uno. La
trazabilidad de los procesos de campo se realizé identificando cada genotipo con un
codigo QR sobre el cual se registraron, ademas de la informacién de los cruzamientos
realizados, los datos fenotipicos recolectados para cada material. La cosecha de dichos
materiales se realiz6 de forma manual al momento de madurez fisiolégica (aprox. 105
dias después de siembra). La semilla fue llevada a secamiento en las celdas de secado
de la planta de beneficio de semillas de Semillas Valle S.A., ubicada en el municipio de
Yumbo, Valle del Cauca, hasta alcanzar el 14% de humedad. Posteriormente se
seleccion6 manualmente por el equipo experimentado de Semillas Valle y fue
almacenada en cuarto frio a 4°C hasta la siembra para garantizar su calidad fisiolégica.

1.3.2 Evaluacioén de hibridos.

Los 435 hibridos sencillos, y los 30 parentales, fueron evaluados junto con 4 hibridos
comerciales como testigos en un disefio de bloques aumentados. Los ensayos fueron
llevados a cabo en dos semestres consecutivos, 2018A y 2018B, en dos localidades que
correspondian a la finca Estambul, ubicada en el norte del Valle de Cauca, en el
municipio de Roldanillo (4°27°05’N 76°04'53’W), y al Centro Experimental de Semillas
Valle S.A. ubicado en el centro del Valle del Cauca, en el municipio de El Cerrito
(3°41°26.3’N 76°18’35.7"W). Cada unidad experimental consistio en dos surcos de 5
metros, con distanciamiento de 0.8 m entre surcos y callejones frontales y posteriores de

2 my 0.8 m respectivamente.



En cada una de las localidades se evaluaron caracteres fenotipicos, incluyendo los

componentes de rendimiento y sanidad mas importantes los cuales se detallan en la

tabla 1-1.

Tabla 1-1 Variables fenotipicas cuantificadas y calculadas en cada ensayo.

VARIABLE HERRAMIENTA | DIAS* DESCRIPCION
Conteo de plantas en etapa de desarrollo V4
POBLACION Me_>d|C|on 30 para realizar raleo_ y subseguentemente en
directa estado V6 para verificar el nimero de plantas
establecidas por surco.
POBLAESTA caleulo 30 Célculo de la poblacion establecida después
de raleo en plantas/ha
ENFOL Me_d|C|on 60/90 Sanidad general de planta antes de floracion.
directa Escala de 1 (sano) a 5 (muy enfermo)
Medicion Dias desde la siembra hasta el inicio de la
FLOR M directa 55-65 | emision de polen en el 50% de las plantas de
la parcela
Medicion Dias desde la siembra hasta el estigma
FLORF directa 55-65 visible en el 50% de las plantas de la parcela
ROYAAMA Md?rde'gl[gn 90 Roya Amarilla. Escala de severidad de 1 a 5
TURCICUM Me_d|C|on 90 Tizon por Helmlnthogporlum turcicum. Escala
directa de severidadde 1 a5
Medicion .
CERCOS directa 90 Cercospora sp. Escala de severidad de 1 a5
PLANCOS Mgdmon 130 Numero de plantas cosechadas
directa
POBLACOS caleulo 130 Poblacion establecida a cosecha en
plantas/ha
NUMPLANVOLC Mdei:j;g'tgn 130 NUmero de plantas con volcamiento
PORCPLANVOLC Célculo 130 Porcentaje de plantas con volcamiento
PORCHUMED Me_d|C|on 140 Porcentaje Qe humedad de grano en
directa determinador de humedad
PCAMPO Pi;ﬂ%gn 140 Peso de campo de mazorcas sin capacho
Porcentaje de grano en la muestra (también
PORCGRANO caleulo 140 llamado indice de desgrqrje). Porcentaje del
peso del grano en relacion con el peso de
campo (mazorca completa)
NUMMAZSAN MgdlClon 140 NuUmero de mazorcas sanas
directa
NUMMAZENF Mgd|C|on 140 Numero de mazorcas enfermas
directa
MAZCOS caleulo 140 Nuamero total de mazorcas cosechadas.

Suma de mazorcas sanas y enfermas




Capitulo 1: Determinacién del patron heterético y habilidad combinatoria en 31
lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.Determinacion de

grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
cruzamientos dialélicos y marcadores SNP

PORCMAZENF Célculo 140 Porcentaje de mazorcas enfermas
Prolificidad. Division de MAZCOS entre
PROLIFICIDAD Calculo 140 | PLANCOS. Sila proporcion es mayor a uno
quiere decir que el material es prolifico. Si es
menor indica horras o robo de mazorcas
Medicion Aspecto de mazorca. Evaluaciéon desde el
ASMAZ . 140 punto de vista comercial. 1 (muy bueno) a5
directa
(muy malo)
NUMHILERAS Medicion 140 Numero de hileras
directa
LLENADO Me_>d|C|on 140 Llenado de la punta de la mazorca. 1 (muy
directa bueno) a 5 (muy malo)
Color de grano en maiz amarillo a cosecha.
Medicion La transformacién de categoria a nUmero se
LORGR ; PR ; - :
COLORG directa 140 da asi: Rojo =4, Amarillo palido=3, Amarillo
normal=2, Naranja=1.
Tipo de grano (cristalino a harinoso) a
Medicion cosecha. La transformacion a nimero se da
TIPOGR . 140 de la siguiente manera: Harinoso= 4,
directa N - L
semiharinoso=3, semicristinalino=2 y
cristalino =1
SANMAZ MgdlClon 140 Sanidad de grano. Peso de grano enfermo en
directa la muestra.
Rendimiento (toneladas por hectarea) Se
RENDIM caleulo 140 calcula el rendimiento por hectarea con los
datos de peso de muestra desgranada y
humedad de muestra desgranada.
Indice de seleccién teniendo en cuenta las
principales variables de mercado:
INDEX Célculo 140 rendimiento, sanidad y aspecto de mazorca,
volcamiento de tallo y raiz y porcentaje de
grano

*Dias después de siembra.

1.3.3 Analisis de datos

Los ensayos fueron establecidos en un disefio de bloques aumentados, con cuatro
testigos comerciales, para los cuales se realiz6 un analisis de varianza individual, para
posteriormente usar las variables ajustadas en el andlisis combinado. Los datos
conforman un conjunto de F1, con parentales, y sin reciprocos. Estos fueron analizados
usando el aplicativo de CIMMYT AGD-R (Analysis of Genetic Designs with R for
Windows) version 5.0 (Rodriguez et al., 2015), de acuerdo con el método 2 propuesto por

Griffing, utilizando un modelo mixto (Modelo B) en donde los genotipos son fijos y los




bloques aleatorios. Para el analisis, los ensayos se utilizaron como bloques para un total
de 4 repeticiones, correspondientes a los dos semestres en cada localidad. Para
determinar la importancia de los caracteres fenotipicos se realiz6 un analisis de
componentes principales para las variables mas importantes en el programa de
mejoramiento y se determinaron las relaciones entre los caracteres evaluados con un
analisis de correlacion fenotipica usando el software estadistico R Studio (RStudio Team,
2022).

Se determinaron: Habilidad Combinatoria General (HCG)), Habilidad Combinatoria
Especifica (HCE;), Heterosis, Varianza Aditiva (8°A), Varianza de Dominancia (9°D),
Varianza fenotipica (8°p) y Heredabilidad en sentido amplio (H?) y estrecho (h?), a partir

del siguiente modelo.
yijk =u-+ Repk + HCGl + HCEij + B(Rk) + eijk
Donde,

Yiji = valor observado

u = media general

REP, = repeticiones (Ensayos)

HCG; = habilidad combinatoria general
HCE; = habilidad combinatoria especifica
B(R;) = efecto aleatorio de bloques

e;jx = residual

La estimacién de varianzas, y heredabilidad en sentido amplio y estrecho se realizaron

de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

Varianza de habilidad combinatoria general =

62HCG = W(CMHCG - CMHCE)

Varianza de habilidad combinatoria especifica = GZHCE == (CMycg — CM,)

Varianza de dominancia = 8%p = 0%
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Varianza adivita = 0%, = 20%;

GF

r

95,95
GH

oA

Heredabilidad en sentido estrecho = h?> = 6_2
P

Varianza fenotipica = 8%p = 204 + 055 +

Heredabilidad en sentido amplio = H? =

La importancia relativa de la HCG y HCE se determiné mediante la siguiente ecuacion:

2KIZ-ICG
2KIZ-ICG + 2KIZ-ICE

presentada por Badu-Apraku et al. (2013), donde K2?ucc es la varianza de los efectos
derivados del cuadrado medio de la HCG y H?%ice corresponde a la varianza de los
efectos derivados del cuadrado medio de la HCE. Considerando que la varianza total de
un hibrido F1 es igual al doble del componente HCG mas el componente HCE, se
determiné que cuanto mas cercano a la unidad sea el valor obtenido, se tendra mayor
predictibilidad del comportamiento de un hibrido en particular con base en la HCG por si
misma (Badu-Apraku et al., 2013).

1.3.4 Clasificacion de lineas en grupos heterdticos

La clasificacion de las lineas en grupos heteréticos se realizé mediante dos metodologias
diferentes: Con base en la HCE de los cruzamientos para el rendimiento promedio de
grano, de acuerdo con la suposicion de que la habilidad combinatoria especifica entre
dos lineas de diferentes grupos heteréticos es superior que la que se presenta entre
lineas del mismo grupo, las 30 lineas fueron clasificadas en dos grupos heteréticos con
base en la habilidad combinatoria especifica de los cruzamientos donde participé cada
linea. De acuerdo con el procedimiento indicado por Oyetunde et al. (2020), las lineas
qgue formaron hibridos con efectos de HCE negativos se asignaron al mismo grupo

heter6tico, mientras que las lineas parentales de hibridos con efectos de HCE positiva se



clasificaron en grupos heteroéticos diferentes. Por otra parte, aplicando la aproximacion
propuesta por Badu-Apraku et al. (2013), se clasificaron las lineas con base en la HCG
de multiples rasgos (HGCAMT, por sus siglas en inglés, Heterotic grouping based on
GCA of multiple traits). Para esto, se realizé una estandarizacion de los efectos de la
HCG de los rasgos evaluados, para minimizar los efectos de las diferentes escalas de
medicion para cada rasgo (Badu-Apraku et al., 2013). Se incluyeron las variables altura
de planta (alpla), altura de mazorca (almaz), floracibn masculina (florm), floracién
femenina (florf), aspecto de mazorca (asmaz), color de grano (colorgr), tipo de grano
(tipogr) y rendimiento de grano (rendim), para un total de 8 rasgos que presentaron
efectos aditivos significativos en los ambientes evaluados. Una vez estandarizados los
valores, se realizé un andlisis de cluster usando el método de Ward de varianza minima
usando el software estadistico R Studio (RStudio Team, 2022), y se construyé un
dendrograma basado en el agrupamiento. En los dos analisis realizados se incluy6 el
origen de las lineas de acuerdo con la informacién del programa de mejoramiento de
Semillas Valle S.A., para establecer si el origen estéa relacionado con el agrupamiento en
grupos heteraticos.

1.4 Resultados

En las tablas 1-2, 1-3 y 1-4, se presentan los analisis de varianza obtenidos en el analisis
de datos por medio de GEA-R en las variables de componentes de rendimiento, aspectos
de planta y enfermedades evaluadas. En el analisis de varianza se observo que los
factores de variaciéon repeticion y cruzamiento fueron significativos para todas las
variables evaluadas, excepto para las enfermedades foliares prefloracion y Turcicum.
También se presentd significancia en la HCG y en la HCE para los componentes de
rendimiento y las variables de planta, excepto para numero de hileras. Por otra parte, las
variables de sanidad no presentaron significancia en la HCG y HCE, excepto la

enfermedad roya.

Tabla 1-2 Cuadrados medios para las variables registradas de rendimiento de grano,
peso de mazorcas, peso de grano, hileras, altura de mazorca (cm), altura de planta (cm).

Rendimiento
GL de grano
(t/ha) (Ko)

REP 3 408,0 e 895,1 ko 278,2 vvx 0 109,9  *** 54625.1 ***  89468.1 oo

Peso Mazorcas  Peso grano Numero de Altura de Altura de Planta
(Kg) Hileras Mazorca (cm) (cm)



Capitulo 1: Determinacién del patron heterético y habilidad combinatoria en 35
lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.Determinacion de

grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
cruzamientos dialélicos y marcadores SNP

Cross 464 10,4 ok 12,3 ok 7,6 el 7,1 el 388.7 ok 520.7 ok
HCG 29 26,9 rik 38,5 rik 20,0 ok 81,1 ns 6107.8  **  7861.5 ok
HCE 435 9,1 ok 10,3 ok 6,6 el 2,2 el 219.5 ok 312.0 ok

Residual = 1379 14 1,5 1,0 11 99.8 116.1

REP= Repeticién; Cross= Cruzamientos; HCG= Habilidad Combinatoria General; HCE= Habilidad
combinatoria especifica. ** Diferencias estadisticas significativas, P<0.05, *** Diferencias estadisticas

altamente significativas, P<0.001.

Tabla 1-3. Cuadrados medios para las variables registradas: aspecto de mazorca, color
de grano, tipo de grano, dias a floracion masculina, dias a floracién femenina.

. Dias a Dias a
GL Aspecto de Color de Grano Tipo de Floracion Floracion
Mazorca Grano . .

Masculina Femenina
REP 3 1755  *x* 12,8 ok 0,7 * 932,07 v 377.05 *
Cross 464 1,3 ok 5,7 ok 1,3 = 815 ok 11.91  wx*
HCG 29 6,5 = 107,7 18,6 ¥ 102.95 **  150.69 ¥
HCE 435 1,0 ok 1,0 06  ** 172 ok 235  ™*

Residual 1379 0,5 0,4 0,2 1.13 1.16

REP= Repeticion; Cross= Cruzamientos; HCG= Habildad Combinatoria General; HCE= Habilidad
combinatoria especifica. ** Diferencias estadisticas significativas, P<0.05, *** Diferencias estadisticas

altamente significativas, P<0.001.

Tabla 1-4. Cuadrados medios para las variables registradas Turcicum, Cercospora, Roya
y enfermedades foliares prefloracion (Enfol).

GL Turcicum Cercospora Roya Enfol
REP 3 611.41 ok 4145 W 10453 ¢ 9993 ww
Cross 464 0.48 ns 0.70 * 0.38 ok 0.17 ns
HCG 29 2.30 ns 3.97 ns 1.74 087 ns
HCE 435 0.37 ns 0.49 ns 030 ™ 013 ns

Residual 1379 0.43 0.55 0.28 0.15



REP= Repeticion; Cross= Cruzamientos; HCG= Habildad Combinatoria General; HCE= Habilidad
combinatoria especifica. ** Diferencias estadisticas significativas, P<0.05, *** Diferencias estadisticas

altamente significativas, P<0.001.

En el andlisis de componentes principales se determind que los cinco primeros
componentes explicaron el 75,23% de la variacion observada. Los componentes
principales 1, 2, 3 4 y 5 explican el 28.13%, 18.75%, 12.56%, 8.38% y 7.43% del total de
la varianza, respectivamente. El componente principal uno esta compuesto por
rendimiento, peso de grano, altura de planta, altura de mazorca, y niumero de mazorcas
enfermas. El segundo esta compuesto por floracion femenina, floracibn masculina y
porcentaje de grano. El tercero estd compuesto por porcentaje de humedad de grano. El
cuatro estd compuesto por nimero de hileras, y el quinto esta compuesto por aspecto de

mazorca y nimero de plantas volcadas (Tabla 1-5).

En las correlaciones fenotipicas se incluyeron las variables cuantitativas evaluadas mas
relevantes para el programa de mejoramiento y el aspecto de mazorca, ya que, pese a
ser una variable cualitativa, corresponde a un indicador para los mejoradores del
potencial de mercado de un hibrido. El andlisis de correlacién revelé que el rendimiento
de grano esta significativa y positivamente correlacionado con la altura de planta
(r=0.69), altura de mazorca (r =0.5), numero de hileras (r=0.31), aspecto de mazorca
(r=0.19), peso de grano (r=1.0) y porcentaje de grano (r=0.22). Por otra parte, el
rendimiento de grano esta significativa y negativamente correlacionado con los dias a
floracibn masculina (r=-0.09), floracién femenina (r=-0.19), plantas volcadas (r=-0.42) y
porcentaje de humedad de grano a cosecha (r=-0.02) (Figura 1-1). La floracién femenina
y la floracibn masculina estan significativamente correlacionadas (r=0.86), asi como la
atura de planta y la altura de mazorca (r=0.83) y el porcentaje de grano y el peso de

grano (r=0.21).

Tabla 1-5 Componentes principales para 12 caracteristicas en hibridos de maiz para el
rendimiento de grano y otros caracteres evaluados en hibridos de maiz de origen tropical
en un ensayo de tipo dialelo con 30 parentales involucrados.

Componentes principales

Carécter

1 2 3 4 5
FLORM 0.21 0.89 -0.04 -0.02 -0.09
FLORF 0.14 0.89 0.07 -0.05 -0.01

ALPLA 0.76 -0.06 0.50 -0.09 -0.02



Capitulo 1: Determinacién del patron heterético y habilidad combinatoria en 37
lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.Determinacion de

grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
cruzamientos dialélicos y marcadores SNP

ALMAZ 0.68 0.00 0.56 -0.12 -0.07
NUMPLANVOLC -0.44 -0.09 0.17 0.38 -0.51
NUMHILERAS 0.31 -0.16 -0.19 0.77 -0.03
NUMMAZENF -0.63 -0.04 0.24 -0.06 0.34
ASMAZ 0.34 0.30 0.09 0.43 0.63
PDESGRA 0.84 -0.19 -0.39 -0.08 -0.06
PORCGRANO 0.01 -0.64 0.08 -0.13 0.29
PORCHUMED -0.16 0.18 -0.74 -0.18 0.11
RENDIM 0.86 -0.22 -0.33 -0.07 -0.07
Varianza 3.38 2.25 151 1.01 0.89
%Varianza 28.13 18.75 12.57 8.39 7.43

Florm= floracion masculina; Florf= floracién femenina; Alpla= altura de planta; Almaz=altura de mazorca;
Numplanvolc=nimero de plantas volcadas en la parcela; Nummazenf= namero de mazorcas enfermas;
Asmaz= aspecto de mazorca; Pdesgra= peso de grano; Porcgrano= porcentaje de grano; Porchumed=
porcentaje de humedad de grano; Rendim= rendimiento de grano.

En la tabla 1-6 se detallan los valores de habilidad combinatoria general para las
variables alpla, almaz, asmaz, florm, florf, colorgr, tipogr y rendim en los 30 parentales
evaluados, junto con la significancia y la importancia relativa de la HCG para cada rasgo.
Se observo que para la variable rendimiento de grano (rendim) 17 parentales presentaron
valores positivos y 12 parentales presentan valores negativos para la HCG, siendo LB10,
LA13, LB37, LB33 y LAOG6 las lineas con HCG mas alta.

La habilidad combinatoria especifica se presenta en la figura 1-2, que corresponde a la
matriz de cruzamientos con el valor calculado de HCE, donde se muestra una escala de
color de rojo a verde, que permite apreciar los valores negativos, cercanos a cero y
positivos, respectivamente. Adicionalmente, los valores detallados se presentan en el
Anexo 1. Las mejores combinaciones o de mejor habilidad combinatoria especifica son
LB04/LB33, LB22/LA03, LA14/LA06, LB15/LA08 y LBO6/LAO3.
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Capitulo 1: Determinacion del patron heterdtico y habilidad combinatoria en lineas de
maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.

Tabla 1-6. Estimacion de Habilidad Combinatoria General en ocho caracteristicas
fenotipicas para 30 lineas endogamicas de Maiz tropical.

Parental ALMAZ ALPLA ASMAZ COLORGR FLORF FLORM RENDIM TIPOGR
LAO1 4.04 *x -3.50 *x 0.06 ns -1.19  xxx 0.07 ns 0.61 xRk -0.28 *x -0.48  RE*
LAO2 -17.17  *** -9.38 Ax 0.13 ok -1.18  *¥** 177 **x 136 *** 018 ns -0.25  ***
LAO3 -7.18 rorK -9.59 Hoxx 0.13 *x -1.14 *¥** 110 ***F 0 .0.91  *¥** 049  *** 034 R
LAO4 -7.82 *EE 1334 RHx 0.04 ns -1.14 *¥** 214 **x 166 *** -0.16 ns -0.11 ok
LAOS -7.35 rorK -8.59 Hoxx 0.09 ns -0.93  *** 025 *x -0.76  *** 074 *** 020  *F**
LAO6 6.28 Rk 3.70 *k -0.11 ns -0.67  *** 051  **x 0.54 *kk 0.43 ok 0.12 ok
LAO7 3.84 *x 5.59 Hoxx 0.28 *rE O .0.87  HFH 1.07 Rk 1.04 *xx 059  Kkx 0.14 **
LAO8 -14.46  *** -9.14 Ax 0.01 ns -1.23 *¥** 082 **¥x 047  *xx 0.34 *x 0.00 ns
LAO9 -0.64 ns 9.04 *** o -0.03 ns -0.88  *** 0.18 ns 0.49 Rk 0.02 ns 0.44 *oxk
LA10 5.54 . 2.49 ns -0.28  *** 054  xxx 0.94 ok 0.63 ok 0.25 *x -0.45 R
LA41 10.20 Rk 8.55 *oxx 0.21 ** -0.49  *xx 1.14 Rk 0.27 ** -0.07 ns -0.24  REX
LA44 12.27 . 17.09 ok 0.12 *x -0.91  xxx 0.53 ok 0.46 ok 0.15 ns -0.02 ns
LA13 7.22 *rK 11.90 *¥*x o .0.27  *** 080 *** 078  *** 0.27 *H 0.77 *EE 039 REx
LA14 -14.21  ** -7.14 ok 0.06 ns -0.37  xxx 131 ok 0.66 *¥xx 066  *** -0.02 ns
LA15 4.82 *rK -4.84 *x -0.05 ns -0.83  *** 042 *** 016 ns 0.32 *x 0.46 Rk
LB37 1.74 ns 0.21 ns -0.44  RHH* 0.87 ok 0.29 *x -0.35  RE* 0.64 ok 0.32 oxx
LB33 5.97 *x 7.23 **E 029 ns 0.97 Hork 2.75 Rk 2.30 Rk 0.59 *RE o -0.18 ns
LBO3 1.97 ns 8.28 *EE - -0.05 ns 0.83 KRR .0.82  *** 070 RH* 0.40 FERE 018 RE*
LBO4 2.25 ns -5.26 xRk 0.10 ns 0.78 *EE 049  FEx 066  *** 0.07 ns -0.22  ***
LBOS 5.06 ok 4.17 *x -0.10 ns 0.73 *EE-0.29 *x -0.20 *x 0.28 *x -0.28  RE*
LBO6 2.07 ns -7.81 Hoxx 0.21 ** 0.83 Hork 0.85 rHx 0.86 Rk 0.06 ns -0.15  ***
LBO7 10.21 ok 17.86 *EE - -0.03 ns 0.98 ok 2.06 ok 1.95 xx 0.09 ns 1.26 *xx
LB38 -10.58  *** 1143 @ Rk 0.31 ** 0.82 *rE 198 *F*x 256  *x* 076  *** 009  ***
LB10 -5.32 ok -3.33 RRE 071 RHH 0.78 RRE 147 *xx 1130 kR 0.86 ERE 040 RE*
LB11 10.37 *xK 5.57 *x 0.17 Rk 0.99 Hork 1.96 rHx 2.02 Rk 0.02 ns 0.50 Rk
LB12 -1.11 ok 11.33 *EE O -0.10 *x 1.01 ok 0.52 ERE 017 R 0.21 *x 0.30 *xx
LB13 -3.45 ns -8.89 Hork 0.33 ns 0.63 *¥rE 144 ¥ 084 ns -0.80  *** 031 ***
LB15 -2.98 o -3.89 ok 0.03 oxx 1.14 ok 0.87 kR 0.24 *xx 050  K** 0.18 *xx
LB22 3.08 Rk 5.53 Hork 0.02 Rk 0.79 *rE 189 *F*x 157 *** 010 ns 0.00 o
LB32 -4.65 o -12.39 *x 0.15 ns 1.02 ok 1.63 kR 1.15 *x -0.17 ns 0.59 *xx

I.R. HCG 0.64 0.59 0.38 0.87 0.82 0.86 0.34 0.74

** Diferencias estadisticas significativas, P<0.05, *** Diferencias estadisticas altamente significativas,
P<0.001. ns Diferencias estadisticas no significativas. ALMAZ = altura de mazorca; ALPLA= altura de planta
ASMAZ= aspecto de mazorca; COLORGR= color de grano; FLORF= dias a floracién femenina; FLORM=
dias a floracion masculina; RENDIM= rendimiento de grano; TIPOGR= tipo de grano; |.R.HCG= Importancia

relativa para la habilidad combinatoria general.



Capitulo 1: Determinacion del patron heterético y habilidad combinatoria en lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.

LAO1 LAO2 LAO3 LAO4 LAO5 LAO6 LAO7 LAO8 LAO9 LA10 LA41 LA44 LA13 LA14 LA15 LB37 LB22 LBO3 LBO4 LBO5 LBO6 LBO7 LB32 LB33 LB10 LB11 LB12 LB13 LB38 LB15
LAO1

LAO2  0.09

LAO3 -1.85 | -1.95
LAO4 -0.13 | -2.72 | -1.57
LAO5 0.04 | 1.43 | -0.33 | -0.23
LAO6 -0.51|-0.60 | 0.65 | 0.48 | 0.31
LAO7 0.38 [ -2.01 | -2.88 | -1.33 | 0.00 | 0.22

LAO8 -0.73 | -1.69 -2.39 | 0.86 | 0.79

LAOS 0.36| 0.76 | 0.23 | 1.24 | -0.03 | -0.84 | 1.19 | 0.56

LA10 _ 0.81 | -0.06 098 | 0.86 | 1.14 | 130 | 0.39 | 0.23

LA41 027 | 0.46 | 1.28 | 0.77 | 0.13 | 1.06 | 0.42 0.77 | 051

LA44 048 | 0.66 | -0.05)-1.10| 0.19| 044 | 033 | 0.76 | 0.28 | -0.31 | 0.41
LA13 110 0.10| 0.71 ] 0.54| 0.81 | 0.26 | 0.08 | 1.40 | 1.32 | 0.30 | -0.17 | 1.27
LA14 052 | 1.29 | 1.38 | 0.54 | -0.74 - 140 | 0.77 | -0.68 | 0.34| 0.17 | 0.46 | 1.35
LA15 -045| 032 | 1.36| 1.22| 0.62 | -0.42 | -0.46 | 1.34 | -0.98 | 1.27 | -0.08 | 1.23 | -0.19 | 0.51
LB37 0.67 | 0.61 | 0.91 | 0.85| 0.75| 0.27 0.50 | -0.17 | 0.30 | -0.08 | 0.61 | 0.29 | 0.64
LB22  0.69 121 | 119 011 1.06 | 0.20 | -0.09 | 0.01 | -0.35 | -0.06 | -0.99 | 0.60 | -0.66
LBO3  0.12 0.83 | 0.14 | -0.04 0.35[-0.83 | 043 |-1.06 | 0.84| 0.11 g -0.01 | 0.01 | 0.36
LB0O4 -0.07 0.92 |-0.48 | -0.82 | 0.50 | 0.80 | 0.71 |-1.43 | 0.80 | 0.39| 023 | 094 | 1.11 | 0.02 | 0.77 | 0.84
LBO5 _ 0.91 091 |-0.61 | 1.20| 0.71 ] 0.07 | 0.14|-126| 0.08 | 0.15| 031 | 0.89 | 0.72 | 1.28 | 0.52 | 0.35 | -1.87
LBO6  0.62 045| 0.18| 0.75| 0.81 | 0.36 | -0.25|-0.50 | 0.98 | 0.63 |-0.31| 033 | 0.85| 1.14| 0.88 | 0.45 |-1.83 | -2.86
LBO7 1.17| 101 | 092 | 044 | 050 | 0.86| 0.17 ] 0.69 | 0.55| 1.01 | 0.47 | -0.98 | 0.71 | -0.79 | -0.04 | 0.14 | 0.67 | -0.45 | 0.38 | 0.88 | 1.08
LB32 044 | 0.69 |-0.41)| 0.76 | 0.38 | 1.10 (-0.22 | 1.48 | 1.14 | 0.16 | 0.26 | 0.63 | 0.42 | -0.61 -0.08 | -1.53 | 0.04 | 0.21 | -0.50 | 0.99

LB33 -0.21 091 ] 124 | 061 |-0.12 | 1.23 | 0.09 | 0.98 | 0.35]-0.16 | 1.23 | -0.86 | -0.92 0.38 | 136 | 0.86 | -0.35| 0.86 | -1.36 | 0.22
LB10 092 | 0.19| 0.77 | 0.67 | 0.76 | 0.86 | 0.46 | 0.23 | 0.48 | -0.10 | -0.25 | -0.83 | -0.46 | -0.22 -0.01 | 094 | 0.02 | 1.09 | 0.33 | 0.55 -0.03
LB11 0.29 | 0.90 | -0.06 | -0.07 | 1.33 | 0.55 | -0.35| 1.03 | -0.65| 0.25| 0.32 | 1.03 | 0.30 | -0.14 | -0.20 | -0.56 | -0.27 | 0.19 | 0.49 | 1.23 | 1.13 | -0.80 | 0.19 | -0.24 | 0.03
LB12 043 | 0.43 0.90|-041| 0.23 | 0.68 | 1.29 (-1.19 | 0.24 | -0.06 | 0.31 | 1.32 | -0.06 | 0.53 | -0.32 | 0.66 | -0.63 | 1.07 | 1.12 | 0.22 | -0.82 | 0.11 | 0.32 | -0.09
LB13 035 035 0.17 | 0.36 | -0.43 | 0.06 [ 1.08 | -0.48 | -0.32 | -0.03 | -0.04 | 0.10 | 0.47 | 031 | 045 | 0.08 |-1.24| 034 | 0.23 | 063 |-0.13 | 1.28 | 0.60 (| 0.88 | 0.98 | 0.74 | -0.19
LB38 -0.54|-0.10 | 1.13 | 1.05|-0.88 | -0.25 | 0.62 | 0.72 | 0.29 | -0.04 | 0.39 | 0.58 | 0.93 | 0.13 | -0.21 | -1.57 | 0.37 | 047 [-0.29 | 0.71 | 0.18 | 0.49 [ -0.01 | 0.79 | 0.24 | 0.89 | -0.51 | 0.48 | -2.92
LB15 | 1.34| 0.70 0.64-—0.52 1.13 1.30_| 0.53 | -1.53 | 0.10 | -2.21 | -1.52 | -0.16 | -1.21 | 0.29 | 0.83 | 1.01 | -0.77 | 0.39 | 0.27 | 0.83 | 0.55 | 1.11 | 1.02 | -0.57 | 0.97 | -0.21

Figura 1-2. Estimacion de la habilidad combinatoria especifica (HCE) en la variable rendimiento para 30 lineas endocriadas de maiz de origen
tropical Tendencia de color: Rojo valores negativos, amarillo valores cercanos a 0 y verde valores positivos.
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Capitulo 1: Determinacion del patron heterético y habilidad combinatoria en lineas de
maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.

En la tabla 1-7 se presentan las estimaciones de las varianzas fenotipica, genética, aditiva
y de dominancia, junto con la varianza de la HCG y HCE, ademas de la heredabilidad en
sentido amplio y estrecho. El coeficiente de variacion es bajo para las variables
rendimiento de grano, peso de mazorcas, peso de grano, numero de hileras, altura de
mazorca, altura de planta, tipo de grano, y dias a floraciébn masculina. Por el contrario, las
variables Turcicum, cercospora, roya, enfermedades foliares prefloracion (Enfol) y color de
grano presentan una alta dispersion de datos. Se puede observar que las variables
rendimiento de grano, peso de mazorcas y peso de grano, presentan valores de varianza
de dominancia de 1.93, 2.20 y 1,40 respectivamente, siendo mayor a la varianza aditiva.
Consecuentemente presentan alta heredabilidad en sentido amplio (H?), con valores de
0.81, 0.88 y 0.87, respectivamente. Sin embargo, su heredabilidad en sentido estricto (h?)
es baja siendo <0.2. Por el contrario, las variables de numero de hileras, altura de
mazorca, altura de planta, tipo de grano, dias a floracibn masculina, dias a floracion
femenina y afectacién por Turcicum, con valores de varianza de dominancia de 0.28,
29.93, 48.98, 0.09, 0.04, 0.15 y 0.30 respectivamente, tienen valores superiores de la
varianza aditiva en relacién con la varianza de dominancia, por tanto, sus valores de H? y
h? son altos. En el caso de color de grano, la %A y la 9°D, presentan valores similares y

por tanto su H? presenta valores medios, mientras que h? es baja.

Tabla 1-7 Estimacion de varianzas y heredabilidades en cruzamientos dialelicos de lineas
maiz de origen tropical.
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312 0,70 0,74 0,38 7,26 2,35 0,37 049 0,30

1,40 15 1 11 99,8 116,1 0,43 0,37 0,20 1,13 1,16 0,43 055 0,28
0,20 029 015 0,63 46,94 6051 0,04 0,56 0,11 0,80 1,17 0,01 0,03 0,01
1,93 220 140 0,28 29,93 4898 0,07 0,09 0,04 0,15 0,30 -0,02 -0,02 0,01
2,67 315 195 1,80 148,75 199,02 0,25 1,31 0,31 2,02 2,92 0,12 0,18 0,10
0,40 0,58 030 1,25 9388 121,02 0,07 1,12 0,22 1,59 2,34 0,03 0,05 0,02
1,93 220 1,40 0,28 29,93 4898 0,07 0,09 0,04 0,15 0,30 0,02 0,02 0,01
0,87 0,88 087 085 0,83 0,85 0,57 0,93 0,84 0,86 0,90 0,38 0,39 0,29
0,15 0,18 0,15 0,69 0,63 061 0,29 0,86 0,70 0,79 0,80 0,24 030 0,23

7.65 855 648 149 1389 3014 19 299 56,4 57,5 2,08 2,57 1,43
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CMyuce= Cuadrado medio de la Habilidad combinatoria general; CM.: Cuadrado medio del Error; ?HCG=Varianza de
Habilidad combinatoria general; 9°HCE: Varianza de Habilidad combinatoria especifica. d?p: Varianza fenotipica; 9%A:

Varianza aditiva; °D: Varianza de dominancia; H% Heredabilidad amplia; h%: Heredabilidad estrecha.

La clasificaciéon de las lineas en grupos heter6ticos a partir de la habilidad combinatoria
especifica (HCE) (Bidhendi et al., 2009; Oyetunde et al., 2020), donde los parentales de
los cruzamientos con menores valores de HCE se definieron como lineas pertenecientes
al mismo grupo heterético, y los valores mas altos como lineas de diferentes grupos, se
obtuvieron dos grupos con 8 y 22 lineas respectivamente, como se muestra en la tabla 1-
8. En general, las lineas con origen en Centroamérica y Suramérica, excepto las lineas
LA44, LB11 y LA13, fueron clasificadas en el grupo 1, mientras que todas las lineas de
origen asiatico se clasificaron en el grupo 2.

En los dos grupos establecidos se incluyeron lineas de color blanco y amarillo sin
distincion, sin embargo, debido a que dentro del programa de mejoramiento usualmente
se mantienen separadas las poblaciones de maices blancos y amarillos, surgié la
necesidad de realizar una nueva clasificacion de los grupos heteréticos, diferenciando
por color de grano. Al realizar la clasificacion usando el criterio de separacién por color
de grano, se obtuvieron dos grupos heteréticos para lineas amarillas, nombrados grupo
1A y 2A, conformados por 9 y 6 lineas, respectivamente. En el grupo 1A se clasificaron
las lineas de origen en Centroamérica, excepto la LA44, y la linea originaria de Africa,
mientras en el grupo 2A se clasificaron todas las lineas de origen asiatico (Tabla 1-9).
Ademas, se obtuvieron dos grupos heteréticos para las lineas blancas, nombrados grupo
1B y 2B, conformados por 7 y 8 lineas, respectivamente. En el grupo 1B se clasificaron
en su mayoria lineas de origen en Centroamérica junto con la linea LB22 de origen en
Suramérica, y en el grupo 2B se clasificaron 5 lineas de origen en Suramérica y 3 lineas

de origen en Centroamérica (Tabla 1-9).

Tabla 1-8. Clasificacion de grupos heteréticos para 30 lineas de maiz de origen tropical a
partir de la habilidad combinatoria especifica de sus cruzamientos

Grupo 1 Grupo 2

Lot teos  [NNGINNN
taos  1sos  |NUAGSNNN




LAO6 teos  [NEAGERN
LAO9 teos  [NEAGAN
LA10 zo7  [EAGENN
LA41 LB32 LA44
LA13 LB33 LB11
LA14 LB10 LB13
LA15 LB12

LB37 LB38

LB22 LB15

Los colores indican el origen de las lineas: azul= Suramérica; verde= Centroamérica; rojo= Asia; amarillo= Africa.

Tabla 1-9. Clasificacion de grupos heteréticos por color de grano, para 15 lineas de maiz
blanco y 15 lineas de maiz amarillo de origen tropical a partir de la habilidad combinatoria
especifica de sus cruzamientos

1A 2A 1B 2B
LAO1 LB37 LBO3
LAOS LB22 LBO4
LAO6 LB32 LBO5
LAOS LB33 LBO6
LA10 LB10 LBO7
LA41 LA44 LB11 LB13
LA13 LB12 LB38
LA14 LB15
LA15

Los colores indican el origen de las lineas: azul= Suramérica; verde= Centroamérica; rojo= Asia; amarillo= Africa.

Por otra parte, a partir de la metodologia de HGCAMT, aplicando el método de
agrupacion jerarquica de Ward, que permite formar grupos mutuamente excluyentes con
base en la similaridad respecto a las caracteristicas especificadas (Ward, 1963), se
obtuvo el dendograma presentando en la figura 1-2. De acuerdo con esta clasificacion, se

observan 3 grupos heterdéticos, compuestos por 7, 14 y 9 lineas, respectivamente.



Capitulo 1: Determinacién del patron heterético y habilidad combinatoria en 45
lineas de maiz tropical a partir de cruzamientos dialélicos.Determinacion de

grupos heteréticos en lineas endogamicas de maiz tropical mediante
cruzamientos dialélicos y marcadores SNP

15

10

Distancias

T
s
-+
EJ,
H
T
-
-

o) 0 WO N g g0 0l OO0 ®m©O0n e O P e IO

— O 000000000 Y OO0« 0O« OO0« 0« v« v~ 0OgaOQ v~ v~ 5 v

MO0« << ODOO0NMONONMN-==<C<C00<<<C<CO0-=0Dmm

S e e U [ U [ [ Y |

0 00 00O OSSOSO DOTOPOS o0 00000 OO OO
LINEAS

Figura 1-3 Dendograma de 30 lineas de maiz de origen tropical construido a partir de los
efectos de la HCG del rendimiento de grano y otros rasgos usando el analisis de cluster
de minima varianza de Ward. Los puntos de colores hacen referencia al origen de las
lineas: azul= Suramérica; verde= Centroamérica; rojo= Asia; amarillo= Africa.

La clasificacion de las lineas fue diferente para las dos metodologias evaluadas, ya que,
a partir de la HCE, involucrando los 30 parentales evaluados, se obtienen 2 grupos
mientras que mediante HGCAMT es posible diferenciar 3 grupos. Sin embargo, las lineas
LB13, LAO3, LAO8, LA02, y LAO4 se clasificaron en un grupo aparte, coincidiendo en las

dos metodologias.

A partir de la informacién de la HCG, es posible seleccionar lineas con potencial para ser
usadas como probadores para clasificar nuevas lineas en grupos heteréticos. De acuerdo
con Pswarayi & Vivek (2008) y Mhike et al. (2011), las lineas con potencial como
probadores deben tener efectos de HCG positivos y significativos para el rendimiento de
grano, ademas deben estar claramente clasificadas en un grupo heterético y presentar
buen rendimiento de grano por si mismas. De acuerdo con estos criterios, la linea LB10
fue la linea con mayor rendimiento en las localidades evaluadas, ademas de presentar un
efecto de HCG altamente significativo, por lo cual esta linea se considera como candidata
para ser usada como probador heterético del grupo 2, asi como la linea LA13 que es el

segundo parental con mejor rendimiento y efectos de habilidad combinatoria general



altamente significativos, siendo también un candidato a probador para el grupo 2.
Ademds, la linea LAO8 fue la Unica linea con efectos de HCG significativamente
positivos, y presenté un rendimiento alto respecto a las demas lineas del grupo, por lo
gue se considera un parental candidato para probador del grupo 1. Ninguna de las lineas
clasificadas en el grupo heterético 3 cumplié con los criterios para ser seleccionada como

probador de este grupo.

1.5 Discusioén

El ensayo de dialelo llevado a cabo en el presente estudié permitié la identificacion de un
namero de grupos heteréticos diferente, de acuerdo con las metodologias de clasificacion
implementadas, indicando que el germoplasma evaluado presenta suficiente variabilidad
genética, y que la habilidad combinatoria es un caracter determinante en la clasificacion
de genotipos en grupos genéticamente contrastantes que permitan explotar la heterosis
en la formacién de hibridos de maiz de alto rendimiento. La significancia en el andlisis de
varianza para los factores de variacién repeticion y cruzamiento de los componentes de
rendimiento, indican que el comportamiento de los hibridos fue altamente influenciado
por las condiciones ambientales (Messmer et al., 2009), y que la respuesta a este es
diferente segun el genotipo, similar a lo reportado por Murtadha et al., 2018), ademas, es
un indicador de la existencia de diversidad entre los hibridos evaluados. La significancia
en la HCG para los componentes de rendimiento, excepto nimero de hileras, y para las
caracteristicas de planta indica que la variabilidad observada puede ser atribuida a
efectos génicos aditivos, mientras que la significancia en la HCE indica que los
parentales de los hibridos evaluados presentan cierta complementariedad entre ellos
indicando efectos génicos no aditivos (Lu et al., 2020; Medici et al., 2004; Murtadha et al.,
2018).

Usualmente, el analisis de componentes principales es usado para reducir el nimero de
variables que pueden ser usadas posteriormente para la caracterizacion y clasificacion
de genotipos, lo cual es especialmente valioso cuando se tiene un alto ndmero de
materiales donde se evalGa un gran numero de rasgos (Beiragi et al., 2012). En el
presente estudio fue posible evidenciar que el rendimiento de grano, la altura de planta y
de mazorca, y el numero de mazorcas enfermas son los principales rasgos

discriminatorios que diferencian los genotipos evaluados, lo cual coincide con otros
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reportes en literatura (Alika et al., 1993). Los resultados observados concuerdan con los
hallazgos de Beyene et al. (2005), quienes indican que los rasgos morfolégicos como
altura de planta y de mazorca, y dias a floracion femenina y masculina, son los
principales rasgos discriminatorios asociados a los primeros componentes principales, sin
embargo, difieren en la evaluacion del rendimiento de grano, que domina en el tercer
componente principal, mientras que en el presente estudio se encuentra en el primer
componente principal. Por otra parte, Al-Naggar et al. (2020), encontraron que dentro de
los rasgos morfolégicos evaluados que presentan mayor variacion, y por tanto se sugiere
gue son las mas discriminatorias, se encuentran rendimiento de grano, altura de planta y
de mazorca, floracion femenina y masculina, encontrdndose en los dos primeros
componentes principales, en concordancia con los resultados del presente estudio. La
evaluacion de caracteres fenotipicos contribuye al agrupamiento de los genotipos
evaluados, y es de gran utilidad para el mejoramiento ya que permite tener un panorama
de la variabilidad existente e identificar la necesidad de introducir germoplasma adicional
para caracteristicas requeridas en las poblaciones de mejoramiento (Al-Naggar et al.,
2020). El germoplasma evaluado incluye genotipos con caracteristicas contrastantes
respecto a altura de planta y mazorca, lo cual puede ser util en el desarrollo de hibridos
con mayor desarrollo de biomasa para ser usados como forraje. También se observaron
comportamientos contrastantes en rendimiento de grano y sanidad de mazorca, siendo
este Ultimo un rasgo de gran interés en la produccién de maiz para choclo y para grano
duro en regiones tropicales donde se puede tener humedades relativas altas, por lo cual

desarrollar hibridos con resistencias a enfermedades de grano sera de gran utilidad.

El analisis de correlacion entre los caracteres fenotipicos evaluados mostré una
correlacion significativa entre la mayoria de las variables evaluadas y el rendimiento de
grano. Los dias a floracion femenina y masculina presentan un efecto negativo en el
rendimiento de grano, mientras que la altura de planta y de mazorca tienen un efecto
positivo, concordando con otros reportes (Bello et al., 2010; Nardino et al., 2016). Las
plantas volcadas y el nUmero de mazorcas presentan una correlacion negativa con el
rendimiento de grano, acorde con lo esperado, puesto que las pérdidas de plantas por
volcamiento durante el ciclo de cultivo conllevan a tener menor cantidad de mazorcas
cosechadas, mientras que las mazorcas enfermas pueden presentar menor peso

respecto a las mazorcas sanas. De acuerdo con los resultados obtenidos, los rasgos



evaluados pueden ser usados para realizar seleccion indirecta del rendimiento de grano,
como variable dependiente, en estados iniciales de seleccion de hibridos y parentales
(Jamshidian et al., 2013).

De las 30 lineas evaluadas, 17 presentaron efectos positivos para la HCG, de los cuales
11 tuvieron efectos significativos, lo cual propone que estos parentales difieren de los
demas en la acumulacién de alelos favorables para el rasgo de rendimiento (Hassan et
al., 2020; Murtadha et al., 2018). Por otra parte, los efectos significativos positivos en la
HCE de los hibridos indican que se presenta heterosis entre las combinaciones
especificas para el rasgo de rendimiento, en concordancia con los resultados obtenidos
por Murtadha et al. (2018). Las variables altura de planta y de mazorca, color de grano,
floracion femenina y masculina, y tipo de grano presentaron valores de importancia
relativa de la HCG cercanos a la unidad, indicando que para estos caracteres son mas
importantes los efectos aditivos que los efectos no aditivos, lo cual coincide con otros
reportes en literatura (Badu-Apraku et al., 2013; Revilla et al.,, 1999). Sin embargo,
aspecto de mazorca y rendimiento de grano presentaron valores inferiores de
importancia relativa de la HCG, con 0.38 y 0.34, contrario a lo reportado por Badu-Apraku
et al. (2013), quienes observaron valores de 0.75 y 0.70, respectivamente, cuando estos
caracteres son evaluados en condiciones de estrés. Otros autores indican que para el
rendimiento de grano los efectos de la HCG y HCE son significativos y por tanto el
caracter esta controlado tanto por efectos aditivos como por efectos no aditivos (Derera
et al., 2008; Mhike et al., 2011).

El rendimiento de grano, y los componentes de rendimiento peso de mazorca y peso de
grano presentan alta 9% y alta H?, pero baja d% y h?, confirmando que la variacién en
estos rasgos esta dada principalmente por efectos de dominancia, lo cual es esperado en
el mejoramiento de hibridos, acorde con lo descrito por Hassan et al. (2020), quienes
reportan una varianza de HCG menor a la varianza de la HCE para el rendimiento de
grano en un ensayo de dialelo parcial entre cinco lineas endocriadas, y una baja varianza
aditiva (53.72) respecto a la varianza de dominancia (3613.93), lo cual se atribuye a la
predominancia de los efectos de dominancia. Asi mismo, Shahrokhi et al. (2013),
reportan alta H? (0.86) pero baja h? (0.16), atribuido a los efectos no aditivos. También,
Hussain et al. (2014), basados en un disefio dialélico completo de ocho parentales,

encontraron que la heredabilidad en sentido amplio en el rendimiento de grano fue de
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0.51, mientras que la h? fue apenas de 0.13, principalmente debido a los efectos no
aditivos y de dominancia. La predominancia de los efectos génicos dominantes junto con
la baja heredabilidad en sentido estrecho para el rendimiento de grano sugiere la
importancia de la heterosis en el proceso de mejoramiento (Begum et al., 2018). Sin
embargo, otros autores reportan valores altos para H? y h? en el rendimiento de grano y
los componentes de rendimiento, indicando que los caracteres estan controlados por la
accion génica aditiva, por lo cual se podria realizar seleccién directa del caracter para el
mejoramiento en lugar de buscar explotar la heterosis (Bfinziger & Lafitte, 1997;
Khakwani et al., 2020; Yousuf & Saleem, 2002). Los resultados encontrados son
interesantes y alentadores para el programa de mejoramiento puesto que como lo
describen Awata et al. (2018), para los programas de mejoramiento cuya finalidad es la
obtencidn de hibridos se espera aprovechar los efectos no aditivos.

Por otra parte, las variables de altura de planta y de mazorca, dias a floracion femenina y
masculina, mostraron una d%.cc superior a la duce, asi como una 9% superior a la 8%, lo
cual sugiere un alto componente aditivo en la variacion de estos rasgos, adicionalmente
se presentan valores altos de H? y h?, en concordancia con los resultados reportados por
Shahrokhi et al. (2013), quienes presentan valores altos de heredabilidad en sentido
estrecho para los rasgos altura de planta y altura de mazorca, atribuidos a la importancia
relativa de los efectos de aditividad para estos rasgos. Sin embargo, otros autores
reportan resultados contrastantes, como Ji et al. (2006), quienes reportan que los efectos
de la HCG son menores que los efectos de la HCE indicando la importancia de los

efectos de dominancia para altura de planta y altura de mazorca.

La clasificacion de lineas en grupos heteréticos a partir de la HCE permitié la
identificacion de dos grupos compuestos por 22 y 8 lineas, respectivamente, al clasificar
los genotipos sin considerar el color de grano como factor de segregacion. Esta
clasificacion es posible debido a la consideracion de que el patron heterético hace
referencia al cruzamiento de un par especifico de parentales, pertenecientes a grupos
heteréticos diferentes, por lo que se expresa una alta heterosis y en consecuencia
presentan un mejor comportamiento agronémico (Bidhendi et al., 2009; Chandel et al.,
2019). Esta clasificacion permite la explotacion de la heterosis en maiz, contribuyendo al

comportamiento de los hibridos, tal como lo reportan Bidhendi et al. (2009), quienes



clasificaron 14 lineas endocriadas de maiz con base en los valores de heterosis y la
habilidad combinatoria especifica, obteniendo dos grupos heteréticos definidos. Sin
embargo, aunque la clasificacion de lineas a partir de la HCE del rendimiento de grano
sigue siendo ampliamente utilizada, esta metodologia presenta limitaciones ya que los
efectos de la HCE estan ampliamente influenciados por la interaccién entre las lineas y
entre los hibridos y el ambiente, por lo cual pueden presentarse variaciones en la
asignacion de las lineas en diferentes ensayos que involucren los mismo parentales (Fan
et al., 2009, 2018; Oyetunde et al., 2020).

Debido a estas limitaciones de la HCE, Badu-Apraku et al. (2013), propusieron una
metodologia de clasificacion basada en los efectos de la HCG de multiples rasgos, lo
cual puede constituir una opcion con mayor predictibilidad y uso en las agrupaciones
heteréticas de las lineas, ya que la HCG mide los efectos génicos aditivos para cada
rasgo. Mediante el método HGCAMT, se lograron identificar tres grupos heteroticos
compuestos por 7, 14 y 9 lineas, respectivamente, lo que implica que esta metodologia
permite visualizar mayor variabilidad genética en las lineas evaluadas, contrario a lo
reportado por Oyetunde et al., (2020), quienes identificaron mayor nimero de grupos
heteréticos a partir de la HCE que en la metodologia HGCAMT. Sin embargo, expresan
gue la metodologia HGCAMT es mas estable en diferentes condiciones de evaluacion.
Ademas, Oyetunde et al. (2020) utilizaron probadores heteréticos de grupo conocido para
la clasificacion a partir de HCE, por lo cual los grupos encontrados corresponden a
grupos previamente definidos, mientras que en el presente estudio la clasificacion se

realizé sin conocimiento previo de las agrupaciones.

Usualmente se implementa el uso de lineas probadoras de grupo heterético conocido
para clasificar las demas lineas, tal como lo reportado por Menkir et al. (2004), quienes
clasificaron 38 lineas endocriadas tropicales de mediana altitud, cruzandolas con los
probadores endocriados, que representaban el patron heterético cristalino y dentado,
respectivamente. Por otra parte, Chandel et al. (2019) clasificaron 11 lineas endocriadas
de color amarillo desarrolladas para obtener maduracion temprana, usando 2 probadores
diversos, mediante un disefio de cruzamientos linea por probador, con un total de 22
cruzamientos evaluados. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio,

fue posible determinar 3 lineas parentales como posibles probadores heteréticos para
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dos de los grupos identificados, lo cual puede serd de utilidad en la clasificacion de

nuevas lineas endocriadas en el programa de mejoramiento de Semillas Valle S.A.

La caracterizacion de la diversidad genética de lineas endocriadas derivadas de
diferentes origenes puede maximizar la eficiencia en la obtencion de combinaciones
hibridas y en el desarrollo de lineas (Xia et al., 2005), puesto que algunos autores
sugieren que los antecedentes genéticos de las lineas endocriadas y su origen pueden
representar potencialmente grupos heteréticos (Menkir et al., 2004a). Este planteamiento
se evidencia en el agrupamiento de las lineas, mediante ambas metodologias, donde es
posible observar que los grupos heteréticos identificados, en general, estan conformados

por lineas del mismo origen.

1.6 Conclusiones

El andlisis de componentes principales y de correlacion de los caracteres fenotipicos
permitié evaluar la diversidad genética presente en los hibridos evaluados, evidenciando
una variacion substancial en los rasgos evaluados en el germoplasma, asi como las
relaciones entre las variables evaluadas y el rendimiento de grano, en aras de establecer
caracteres que permitan realizar seleccion indirecta. La caracterizacion del germoplasma
es de gran utilidad para el programa de mejoramiento genético ya que permite la

seleccién de genotipos de acuerdo con los objetivos del programa.

Los resultados del presente estudio revelaron que el rendimiento y sus componentes
presentan una baja proporcion de efectos de HCG respecto a la HCE en las lineas
involucradas, presentando una mayor proporcién de varianza de dominancia que de
varianza aditiva, lo cual es positivo en un programa de mejoramiento basado en la
obtencion de hibridos donde se busca explotar la heterosis. Por otra parte, las variables
de altura de planta y de mazorca, y los dias a floracion, presentan efectos de HCG
superiores a los efectos de HCE, junto con una alta varianza aditiva, indicando la
importancia de los efectos de aditividad para estos rasgos, por lo cual el conocimiento de
los caracteres de los parentales es de gran importancia en la seleccion de estas

caracteristicas.



Ambas metodologias presentaron resultados similares en la agrupacion de lineas donde
fue posible observar que el origen del germoplasma es un factor determinante en la
agrupacion, sin embargo, la HCG so6lo permitié la identificacion de dos grupos heteréticos
cuando se evaltan las 30 lineas juntas, sin distincién por color de grano, mientras que
HGCAMT permitié la identificacion de 3 grupos. La clasificacion a partir de un ensayo de
tipo dialelo permiti6 identificar los hibridos LB04/LB33, LB22/LA03, LA14/LA06,
LB15/LA08 y LBO6/LAO3 como las mejores combinaciones en el presente estudio por lo
cual podran ser evaluados en ensayos multi-localidad para ser candidatos a hibridos
comerciales. Ademas, las lineas LB10, LA13 y LAO8 se identificaron como posibles
probadores representantes de 2 de los 3 grupos heteréticos identificados, para ser

usadas posteriormente en ensayos de linea por probador, para clasificar nuevas lineas.
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determinacion de grupos heteroticos de
lineas endocriadas de maiz de origen
tropical a partir de marcadores tipo SNP.

2.1 Resumen

Dentro de los programas de mejoramiento genético para el desarrollo de hibridos, el
conocimiento de la diversidad genética y fenotipica del germoplasma disponible y la
determinacion de grupos heteroticos es de gran importancia ya que constituye el punto
de partida de las estrategias de mejoramiento. Los marcadores moleculares pueden ser
usados en la determinacion de grupos heteréticos, permitiendo caracterizar un gran
namero de lineas endocriadas y establecer distintas agrupaciones de genotipos con base
en distancias genéticas. El objetivo del presente estudio fue determinar la estructura
poblacional y los grupos heter6ticos presentes en una poblacion de 66 lineas
endocriadas de maiz de origen tropical del programa de mejoramiento de Semillas Valle
S.A. a partir de marcadores moleculares tipo SNP. Las lineas fueron genotipificadas
mediante el arreglo Maize50K SNP BeadChip, encontrando un total de 12.209 SNPs
informativos que permitieron evaluar la diversidad genética y la estructura poblacional a
partir de un analisis de componentes principales y a partir del modelo Bayesiano MCMC
implementado en el software SRUCTURE. Adicionalmente, se realiz6 un analisis de
escalamiento multidimensional (MDS) a partir de los datos fenotipicos de los materiales,
esta técnica multivariada que puede ser Util en la descripcion de la diversidad fenotipica
en los programas de mejoramiento. Se identificaron tres subpoblaciones con valores de
Fst entre 0,0708 y 0,4447, presentando una mayor diferenciaciéon en dos de las tres

subpoblaciones encontradas. Por otra parte, mediante el analisis MDS fue posible



evidenciar que los caracteres de color y tipo de grano, y tamafio de espiga, son
caracteristicas diferenciales entre las subpoblaciones.

Palabras clave: marcadores moleculares, SNPs, estructura poblacional, grupos
heteroticos.

Abstract

In plant breeding programs for hybrids development, knowledge about genetic and
phenotypic diversity of the program available germplasm and heterotic grouping is very
important since it is the starting point of breeding strategies. Molecular markers can be
used in heterotic grouping, allowing a huge number of inbred lines classification, and
establishing different genotypes grouping based on genetic distances. The aim of the
present study was determining the population structure and heterotic groups in a 66
tropical inbred lines population from the Semillas Valle S.A. maize breeding program from
SNP molecular markers. Lines were genotyped through the lllumina Maize50K SNP
BeadChip, finding 12.209 informative SNPs, which allow the evaluation of genetic
diversity and population structure from a principal components analysis and the Bayesian
model MCMC, implemented in the STRUCTURE software. Additionally, a
multidimensional scaling analysis (MDS) was made from the phenotypic data of the
genotypes. This technique can be useful in the phenotypic diversity description in
breeding programs. Three subpopulations were identified with Fs values from 0,0708 to
0,4447. On the other hand, through the MDS analysis was identify grain color, grain

texture, and tassel size as divergent characteristics between the subpopulations.

Key words: molecular markers, SNP, population structure, heterotic grouping.

2.2 Introduccidn

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN con una ubicacién particular en un
cromosoma que puede estar asociada a la expresion de un rasgo particular. Se
describen como una variacion, que puede estar asociada a mutaciones o alteraciones en
el genoma del individuo (Saraswathy & Ramalingam, 2011). Los marcadores

moleculares pueden ser secuencias cortas de ADN como los RFLPs, AFLPs, Secuencias
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Repetitivas Cortas (SSR) o la variaciébn en un Unico par de bases (Polimorfismo de
Nucleotido Simple, SNP) (Al-samarai & Al-Kazaz, 2015). Los SNPs son posiciones Unicas
de un par de bases en el ADN genémico, donde se presentan bases diferentes (o alelos)
entre los individuos de una poblacion determinada, donde la frecuencia del alelo menor
tiene una abundancia del 1% o mayor. Los SNPs son generalmente bialélicos, aunque en
algunos casos pueden ser tri- o tetra-alélicos (Pereira & Gusmao, 2013). La frecuencia en
la que se observan variaciones de una Unica base en el ADN gendmico es variable de
acuerdo con la especie. Ching et al., (2002) a partir del andlisis de 36 lineas
endocriadas de maiz, reportaron una frecuencia de cambios en nucleétidos alta, con un
promedio de un polimorfismo por cada 31 pb en regiones no codificantes y un

polimorfismo por cada 124 pb en regiones codificantes.

En el mejoramiento genético de hibridos de maiz, conocer las relaciones genéticas entre
las lineas endocriadas permite organizar el germoplasma y agruparlo de acuerdo con las
estimaciones de similaridad genética y asignacion de grupos heteréticos (van Inghelandt
et al.,, 2010). Los marcadores moleculares constituyen una de las metodologias en la
determinacion de grupos heter6ticos que permite caracterizar un gran nimero de lineas
endocriadas y establecer distintas agrupaciones de genotipos con base en distancias
genéticas, incrementando la eficiencia del mejoramiento de hibridos (Reif et al., 2003;
Richard et al., 2016). Anteriormente, los mejoradores asignaban lineas endocriadas a

grupos diferentes con base en cruzamientos de prueba, pedigris y rasgos morfolégicos.

Sin embargo, es dificil asignar grupos definitivos con base en informacion empirica
Unicamente, particularmente para lineas que tienen bases filogenéticas similares. Se han
realizado diversos estudios a partir de lineas endocriadas de maiz de diferentes
origenes, usando marcadores moleculares de tipo SSRs y SNP, donde se ha establecido
la diversidad genética, la estructura poblacional y se clasificaron en grupos heteréticos
(Liu et al., 2003; Richard et al., 2016). En general, los resultados obtenidos en estos
ensayos son consistentes con la informacion de pedigri de las lineas evaluadas (Liu et
al., 2003). Adicionalmente, se ha reportado que las distancias genéticas basadas en SNP
estan altamente correlacionadas con el rendimiento del grano y la habilidad combinatoria

especifica, en concordancia con reportes previos de otros autores (Richard et al., 2016).



Actualmente, la diversidad genética presente en el germoplasma del programa de
mejoramiento de Semillas Valle S.A. solo ha sido estudiada a partir de variables morfo-
agronémicas evaluadas en ensayos de caracterizacion de lineas parentales, cuya
expresion estd afectada por las condiciones ambientales, consumen bastante tiempo y
labores, requieren poblaciones grandes y no cubren todo el genoma (Al-Naggar et al.,
2020), y no se cuenta con informacién de la diversidad gendmica. Por tanto, los
marcadores moleculares podrian proveer informacion complementaria acerca de la
diversidad presente en el genoma de las lineas parentales evaluadas. Considerando la
importancia de conocer la diversidad presente en el germoplasma, la estructura
poblacional y los grupos heteréticos para los programas de mejoramiento, y la utilidad de
los marcadores moleculares y el fenotipo en la determinacion de los mismos, el objetivo
del presente estudio fue determinar la estructura poblacional y los grupos heteréticos en
una colecciéon de 66 lineas endocriadas de maiz de origen tropical del programa de

mejoramiento de Semillas Valle S.A. a partir de marcadores moleculares tipo SNP.

2.3 Metodologia

2.3.1 Secuenciacién de las lineas parentales

Con el fin de caracterizar genéticamente los materiales, 66 lineas del programa de
mejoramiento de Semillas Valle S.A. fueron seleccionadas con base en su participacion
en la formaciéon de hibridos experimentales de la compafiia, eligiendo las lineas con
mayor numero de participaciones entre 2013 y 2017. Adicionalmente, 16 lineas
parentales de hibridos con rendimientos y sanidad superiores a los testigos en los
ensayos de adaptacion fueron secuenciadas por duplicado, para un total de 82
secuencias correspondientes a 47 lineas amarillas y 35 lineas blancas. La
genotipificacion se realiz6 mediante el arreglo de genotipificacion MaizeSNP50 BeadChip
gue permite evaluar hasta 56,110 SNPs (Q. Li et al., 2012), por genotipo y permite un
cubrimiento de 451 marcadores asociados a genes conocidos y rasgos de importancia
agrondmica (Xu et al.,, 2017). Para ello, muestras de semillas fueron enviadas al

proveedor Eurofins BioDiagnostics para la extraccion de ADN y su genotipificacion.
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2.3.2 Andlisis de diversidad genética

Se selecciond la fraccion de SNPs informativos (segregantes), los SNPs con una
frecuencia de alelo menor (MFA) >0.05 y los marcadores con datos faltantes en menos
del 20% de la poblacion, después de realizar las imputaciones plausibles en la poblacion,
usando el software NGSEP (v. 4.1.0.)(Duitama et al., 2014).

Los datos genotipicos curados, se utilizaron para realizar los analisis de diversidad
genética. La matriz de SNPs se utilizo para evaluar la estructura genética en la poblacion
de lineas por medio de andlisis de componentes principales (PCA) empleando el
software TASSEL (v. 5.2.73) (Bradbury et al., 2007), y posteriormente se realiz6 una
gréfica de tres dimensiones implementando la herramienta XLSTAT (v. 2018) (Addinsoft)
para observar graficamente la distribucion de los grupos asignando colores a los puntos
de acuerdo con el color del grano. Adicionalmente, se realizé una grafica en tres
dimensiones donde los puntos fueron coloreados de acuerdo con el origen de las lineas.
La estructura de la poblacion también fue estimada usando un método de asignacion
poblacional basado en un modelo Bayesiano de Cadenas de Markov Montecarlo (MCMC)
implementando el modelo de frecuencias alélicas independientes en el software
STRUCTURE (v. 2.3.4). Se realizaron 10 corridas para cada nimero de poblaciones (k)
establecido de 1 a 10. El tiempo de calentamiento y el nimero de replicaciones de
MCMC se fijaron en 10.000 para cada ejecucion. El valor K mas probable fue
determinado con la herramienta en linea Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012)
utilizando la probabilidad logaritmica de los datos [LnP (D)] y delta K (AK) en funcién de
la tasa de cambio en [LnP (D) ] entre valores K sucesivos. Adicionalmente, se calculé el
estadistico Fst como medida de la heterogeneidad de la poblaciéon y el grado de
separacion que ha ocurrido dentro de la poblacion. A partir de los grupos definidos en
STRUCTURE se calcularon los valores de Fsr entre los pares de grupos usando las
librerias Hierfstat (v.0.5-11) (Weir & Goudet, 2017) y Adegenet (v.1.3-1)(Jombart &
Ahmed, 2011) en R, asi como la heterozigosidad observada (Ho), la diversidad genética
promedio (Hs), y el indice de fijacion Fis para cada subpoblacion. También se construy6
un arbol de union de vecinos no enraizado (unrooted neighbor-joining tree) en la
herramienta en linea iTol (v.5) (Letunic & Bork, 2021), con base en la matriz de distancias
obtenida con TASSEL (v. 5.2.73) (Bradbury et al., 2007), que calcula la distancia como 1

— similitud de Identidad por estado (IBS, por sus siglas en inglés, Identity by State), con



IBS definido como la probabilidad de que los alelos extraidos al azar de dos individuos

sean iguales en el mismo locus.

2.3.3 Caracterizacion fenotipica de lineas endocriadas

Las caracteristicas fenotipicas de las lineas parentales fueron tomadas durante varios
semestres consecutivos, como parte del registro documental del banco de germoplasma
de Semillas Valle S.A. El promedio de los caracteres cuantitativos y la moda de los
caracteres cualitativos se tomaron como descriptores de cada una de las lineas con el fin
de explorar la relacidn existente entre los datos fenotipicos de las lineas y la estructura
genética determinada a partir de SNPs (ver seccién 2.3.4.). Las caracteristicas evaluadas

se detallan en la tabla 2-1.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis de varianza para los caracteres fenotipicos entre
las subpoblaciones determinadas a partir del andlisis de diversidad genética. Para
determinar la importancia de los caracteres fenotipicos se realiz6 un analisis de

componentes principales en el software estadistico R.

Tabla 2-1 Caracteristicas fenotipicas evaluadas en las 82 lineas endocriadas de maiz de
origen tropical.

VARIABLE |HERRAMIENTA | DIAS* DESCRIPCION
Medicion Dias a Liberacion de Polen al 50%. Se anota la
0, -

DLP50% directa 50-65 fecha cuando el 50% de las plantas liberan polen.
Medicion Dias a estigmas visibles al 50%. Se anota la fecha

DEV50% directa 50-65 | cuando el 50% de las plantas presentan estigma

receptivo.
Alpla M?d'C'On 80 Altura de la planta en centimetros.
directa

Altura de la mazorca en centimetros. La medida se

Almaz I\/(Ij(?rdel(égn 80 toma desde el suelo hasta la base de la mazorca
cuando haya pasado la floracion.
Medicion Ancho de la hoja o ldmina foliar. Se mide en
AnchoHoja directa 80 | centimetros el ancho de la parte media de la hoja de
la mazorca.
LonaEspida Medicion 80 Longitud total de la espiga, desde el ultimo
g=spg directa entrenudo hasta la punta de la espiga.
. Medicion Didmetro de la tuza medido en la zona media de la
Diamtuza 120

directa tuza, en milimetros con un calibrador digital.
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. Medicion Diametro de la mazorca medido en la zona media
Diammaz . 120 o . .
directa de la tuza, en milimetros con un calibrador digital.
Medicion Longitud total de la mazorca medida en milimetros
Longmaz ; 120 - -
directa con un calibrador digital.
No. Hileras 'V"?d'c'on 120 Numero de hileras por mazorca.
directa
Granos/Hilera 'V"?d'c'on 120 Numero de granos por hilera.
directa

Tipo de grano (cristalino a harinoso) cosecha. La
Medicion transformacién a nUmero se da de la siguiente

Tipogr directa 120 manera; Harinoso= 4, semiharinoso=3,
semicristalino=2 y cristalino =1
Color de grano en maiz amarillo cosecha. La
Colorar Medicion 120 transformacion de categoria a numero se da asi:
9 directa Rojo =4, Amarillo palido=3, Amarillo normal=2,
Naranja=1.
Peso100sem Néﬁgglgn 130 indice de semillas. Peso de 100 semillas.

*Dias después de siembra

2.3.4 Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) para
variables fenotipicas
El andlisis de escalamiento multidimensional o MDS, es un tipo de analisis multivariado
gue ha sido ampliamente utilizado para visualizar las relaciones ocultas entre los objetos
en los datos (Borg & Groenen, 2005). El andlisis MDS permite encontrar la configuracion
de puntos compatible con las relaciones dadas entre los individuos evaluados, resultando
en la representacion visual de las estructuras o relaciones en los datos originales
(Chengsong & Jianming, 2009). Con el fin de identificar si las agrupaciones dadas por la
estructura genética corresponden con algin fenotipo en particular, primero se calcul6 a
partir de la matriz de datos SNPs, una matriz de distancia Euclidiana entre todos los
pares de individuos con la funcion dist del paquete stats (version 3.62) en R.
Posteriormente, se us6 esta matriz de distancias genéticas para un MDS con la funcion
cmdscale de este mismo paquete. Los resultados del MDS se visualizaron en un grafico
de dos dimensiones generado con la funcion plot del paquete R. Posteriormente, sobre el
grafico de dos dimensiones se visualizaron, por colores, diferentes rasgos fenotipicos
registrados en los individuos para evaluar si los grupos genéticos identificados por MDS
tienen alguna correspondencia con los rasgos fenotipicos. Para esto se us6 el paquete

ggplot2 (V3.3.3; Wickham, 2016). Los rasgos fenotipicos analizados fueron: dias a




liberacion de polen al 50%, dias a estigmas visibles al 50%, altura de planta, altura de
mazorca, longitud de mazorca, didmetro de tuza, nimero de hileras por mazorca, nimero
de granos por hilera, ancho de hoja, longitud de espiga, color de grano, tipo de grano,
peso de 100 semillas o indice se semilla.

2.4 Resultados

2.4.1 Marcadores tipo SNP y analisis de estructura poblacional.

A partir del chip de llumina MaizeSNP50 BeadChip se observaron un total de 55.542
SNPs en las 82 muestras evaluadas. Luego de curar los datos, 12.209 SNPs resultaron
ser informativos para el andlisis de estructura poblacional, presentando un MAF minimo

de 0.05 y menos del 20% de datos perdidos.

A partir de las distancias genéticas de Nei (1972) se realizé un analisis de coordenadas
principales con el fin de ilustrar los ejes principales de la variabilidad entre las lineas
evaluadas, plasmandola en una ordenacion espacial (Fig. 2-1). Las tres primeras
coordenadas principales resultantes del andlisis explicaron el 22.17% de la variabilidad
genética entre las subpoblaciones. Los componentes uno, dos y tres presentaron unos
porcentajes de 14.57%, 4.0% y 3.61%, respectivamente. De acuerdo con los resultados
obtenidos se estableci6 una separacion entre poblaciones, observando tres grupos
claramente diferenciados en la representacién grafica. Con el fin de establecer si la
separacion de los grupos coincidia con el color de grano, se asignaron colores de
acuerdo con esta caracteristica, donde fue posible apreciar que el grupo 2 esta
compuesto por genotipos tanto blancos como amarillos, mientras que los grupos 1y 3 se
componen de un unico color de grano, con genotipos de color amarillo y blanco,
respectivamente (Fig. 2-1). Adicionalmente, se realiz6 una gréafica donde se asignaron
colores de acuerdo con el origen de las lineas, definido a partir de la informacién de
procedencia y pedigri del banco de germoplasma de Semillas Valle S.A., para observar
su distribucion en la ordenacion, y observar graficamente si las agrupaciones de puntos
corresponden con los origenes de las lineas (Fig. 2-2). Asi, en la figura 2-2 se observo
qgue el grupo 2 estd compuesto por lineas de diferentes origenes, que corresponden a
Centro américa principalmente, Africa y algunos de Suramérica, el grupo 1 esta
compuesto por materiales de origen asiatico principalmente y un genotipo de centro

américa, y el grupo 3 estd compuesto Unicamente por materiales de Suramérica.



Capitulo 61

Se realiz6 un analisis de estructura poblacional utilizando el programa STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000). Con el fin de elegir el valor K 6ptimo a partir de la metodologia
propuesta por Evanno et al. (2005), se graficé el nimero de clisteres (K) con el delta K
(AK), donde se evidencié un pico agudo en K=3 y otro en K=7 (Fig. 2-3), presentando
valores de AK de 124.29 y 126.27, respectivamente. Al visualizar el diagrama de barras
en Structure, la diferenciacion entre las poblaciones con K=7 no es clara, por tanto, dada
la utilidad en procesos de mejoramiento, se seleccioné como valor éptimo K=3. El valor K
Optimo indica que tres subpoblaciones tienen una alta probabilidad para el agrupamiento
de la poblacion, y cada subpoblacién consistié en 20, 47 y 15 genotipos, respectivamente
(Fig. 2-3 y Tabla 2-2). Adicionalmente, la heterocigosidad esperada indica que la
poblacion 2 corresponde al grupo mas diverso con un valor de He de 0,3572, siendo este
el grupo con mayor nimero de genotipos. La clasificacién de los genotipos, en general,
corresponde con los tres grupos observados en el analisis de coordenadas principales,
con el primer grupo compuesto por 19 genotipos, el segundo por 52 genotipos y el
tercero por 11 genotipos, de acuerdo con la representacion grafica. Adicionalmente, los
resultados de STRUCTURE permiten estimar el indice de fijacion (Fst) para cada una de
las subpoblaciones, estimando un valor de Fst para las poblaciones 1, 2 y 3 de 0.4301,
0.0705 y 0.4447 para cada uno, respectivamente, mientras que el valor de alfa promedio
fue 0.1534 (Tabla 2-3).

La divergencia de la frecuencia alélica presenta valores en un rango entre 0.0845 y
0.1418. La diferenciacion genética entre las poblaciones fue estadisticamente diferente
de cero (P<0,05), con un valor de Fsr=0.0870, con un intervalo de confianza de 0.1279 a
0.1349 para las subpoblaciones 1 y 2, un valor de Fst = 0.1418, con un intervalo de
confianza de 0.2960 a 0.3088 para las subpoblaciones 1y 2, y un valor de Fst= 0.0845,
con un intervalo de confianza de 0.1587 a 0.1667, siendo la subpoblacién 3 la que
presenta mayor diferenciacion (Tablas 2-4 y 2-5). Adicionalmente, se present6 un valor
de Fsrglobal alto de 0.17. Por otra parte, los valores para diversidad genética promedio
(Hs) para las tres subpoblaciones son relativamente altos, 0.291, 0.367 y 0.248,
respectivamente, mientras que los valores de heterocigosidad observada (Ho), 0.098,
0.027 y 0.073, respectivamente, son bajos lo cual corresponde con lineas homocigotas,

asi como los valores altos de Fis (Tabla 2-6).



También se construy6 un arbol filogenético de unién de vecinos (Neighbor-joining tree)
sin raiz, para representar graficamente las agrupaciones y las distancias genéticas dentro
de la poblacion, indicando las subpoblaciones 1, 2 y 3, con los colores rojo, verde y azul,

respectivamente (Fig. 2-4).
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Figura 2-1. Representacion gréafica en tres dimensiones de la ubicacion espacial de las
lineas evaluadas a partir del analisis de coordenadas principales (PCoA). Los colores
corresponden al color de grano de los genotipos de acuerdo con la caracterizaciéon

fenotipica.
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Figura 2-2 Representacion grafica en tres dimensiones de la ubicacion espacial de las
lineas evaluadas a partir del analisis de coordenadas principales (PCoA). Los colores
corresponden al origen de los genotipos de acuerdo con la informacién del banco de
germoplasma de Semillas Valle S.A.
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Figura 2-3 Delta K (A) para diferente nimero de subpoblaciones (K).
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Figura 2-4 Estructura poblacional estimada de 82 lineas endocriadas de maiz tropical del
programa de mejoramiento de Semillas Valle S.A. Diferentes colores indican la
agrupacion en una subpoblacion diferente.

Tabla 2-2 Resultados de STRUCTURE para la proporcién de genotipos inferidos en cada
cluster, Heterocigosidad esperada (He) y nimero de genotipos asignados para cada
poblacion.

.. Clusteres No. De
Poblacion He _
inferidos genotipos
Pob 1 ‘ 0.250 0.2548 20
Pob 2 ‘ 0.525  0.3572 47

Pob 3 ‘ 0.225 0.2438 15

Tabla 2-3 Valores promedio de Fstl, Fst2, Fst3 inferidos de la aproximacion basada en el
modelo.

Poblacion Valor Fst
Pob 1 0.4301
Pob 2 0.0705
Pob 3 0.4447
Valor promedio de alfa 0.1534
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Tabla 2-4 Divergencia de frecuencia alélica entre las poblaciones inferidas de las lineas
endocriadas de maiz.

Poblacion  Pob 1 Pob 2 Pob 3
Pob 1 - 0.0870* 0.1418*
Pob 2 0.0870 - 0.0845*
Pob 3 0.1418 0.0845 -

*Fgr significativamente diferente de 0 (P<0.05).

Tabla 2-5 Intervalos de confianza superior e inferior para los Fsr calculados entre las
poblaciones inferidas de las lineas endocriadas de maiz.

Poblacion  Pob 1 Pob2 Pob3
Pob 1 - 0.1349 0.3088
Pob 2 0.1279 - 0.1667
Pob 3 0.2960  0.1587 -

Limite superior por encima de la diagonal. Limite inferior por debajo de la diagonal.

Tabla 2-6 Diversidad genética promedio, heterocigosidad observada e indice de fijacion
para las subpoblaciones inferidas de las lineas endocriadas de maiz.

Poblacion Hs Ho Fis
Pob 1 0,291 0.098 0,590
Pob 2 0,367 0.027 0,917
Pob 3 0.248 0.073 0,683

Hs= diversidad genética promedio; Ho = heterocigosidad observada; Fis = indice de fijacion.
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Figura 2-5 Arbol filogenético de union de vecinos no enraizado basado en la matriz de
distancias genéticas, representando las tres subpoblaciones determinadas a partir de
STRUCTURE para un grupo de 82 lineas endocriadas de maiz tropical.

2.4.2 Analisis de varianza y componentes principales

En las tablas 2-7 y 2-8 se presenta el analisis de varianza para las 14 variables
fenotipicas evaluadas en las tres subpoblaciones determinadas a partir del andlisis de
estructura poblacional. De acuerdo con el andlisis de varianza, solamente los caracteres
Ancho de hoja, Longitud de espiga y color de grano presentan diferencias estadisticas

significativas entre las 3 subpoblaciones.
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Tabla 2-7 Andlisis de varianza para las caracteristicas fenotipicas evaluadas DLP50,
DEV50, Alpla, Almaz, AnchoHoja, LongEspiga y Diamtuza

Df DLP50 DEV50 Alpla Almaz  AnchoHoja LongEspiga Diamtuza

1 1.42ns 0.77ns 14.30*** 349.37** 0.42 ns

., 239.32 644.19
Poblacion
ns ns

Residual ‘ 80 5.77 5.76 416.18 214.9 1.18 33.11 131

** Diferencias estadisticas significativas, P<0.01. *** Diferencias estadisticas altamente significativas,
P<0.001. ns Diferencias estadisticas no significativas. DLP50 = dias a liberacion de polen al 50%; DEV50 =
dias a estigmas visibles al 50%; Alpla= altura de planta; Almaz= altura de mazorca; AnchoHoja = ancho de la

lamina foliar en cm; LongEspiga = longitud de la espiga en cm; Diamtuza = diametro de tuza en mm.

Tabla 2-8 Andlisis de varianza para las caracteristicas fenotipicas evaluadas Diammaz,
Longmaz, No. Hileras, Granos/hilera, Tipogr, Color gr y Peso100sem

Grf‘mos/ Tipogr Colorgr Peso

Df Di L No.Hil
lammaz Longmaz No.Hileras hilera 100sem

Poblacion ‘ 1 297ns 96.38ns 49.61ns 490.95ns 0.25ns 30.30** 374.02 ns
Residual ‘80 3.63 44.63 48.39 173.48 1.74 1.50 197.66

** Diferencias estadisticas significativas, P<0.01. *** Diferencias estadisticas altamente significativas,
P<0.001. ns Diferencias estadisticas no significativas. Diammaz = didmetro de mazorca en mm; Longmaz =
longitud de mazorca en mm; No. Hileras = numero de hileras por mazorca, Granos/hilera = nimero de granos
por hilera; Tipogr = tipo o textura de grano; Colorgr = color de grano; Pesol00sem = indice de semilla

calculado como peso de 100 semillas.

Por otra parte, en el andlisis de componentes principales se determiné que los primero
cinco componentes explicaron el 89,9% de la variacibn observada. Estos cinco
componentes explican el 47.8%, 16.0%, 10.5%, 9.22% y 6.27% de la variacion,
respectivamente. EI componente principal 1 esta compuesto por variables de la mazorca
como diametro de tuza y de mazorca, longitud de mazorca, nimero de hileras, nimero
de granos por hilera, color y tipo de grano, y peso de 100 semillas. El segundo
componente esta compuesto por las variables de floracion, dias a liberacion de polen al
50% y dias a estigmas visibles al 50%, el tercer componente esta compuesto por altura
de mazorca, el cuarto por altura de planta, y ancho de hoja, y el quinto estd compuesto

por longitud de mazorca (Tabla 2-8).



Tabla 2-9 Componentes principales para 14 caracteristicas fenotipicas en 66 lineas de
maiz de origen tropical clasificadas en 3 subpoblaciones a partir de SNPs.

Componentes principales

Caracter
1 2 3 4 5

DLP50 0.17 0.82 0.46 0.05 0.14
DEV50 0.06 0.83 0.46 0.17 0.08
Alpla 0.12 -0.57 0.32 0.65 0.14
Almaz 0.17 -0.47 0.64 0.40 -0.25
AnchoHoja 0.19 -0.41 0.37 -0.54 0.45
LongEspiga 0.11 0.10 -0.51 0.55 0.61
Diamtuza 0.97 0.01 -0.02 -0.02 -0.03
Diammaz 0.99 -0.05 -0.02 -0.05 0.00
Longmaz 0.98 -0.08 -0.01 -0.07 -0.02
No.Hileras 0.97 -0.05 -0.07 -0.06 -0.01
Granos.hilera 0.93 -0.08 0.00 -0.03 0.06
Tipogr 0.83 0.24 0.07 0.03 0.08
Colorgr 0.53 0.28 -0.36 0.27 -0.42
Peso100sem 0.96 -0.10 -0.01 -0.08 -0.01
Varianza 6.70 2.24 1.47 1.29 0.88
%Varianza 47.89 16.03 10.50 9.22 6.27

DLP50 = dias a liberacion de polen al 50%; DEV50 = dias a estigmas visibles al 50%; Alpla= altura de planta;
Almaz= altura de mazorca; AnchoHoja = ancho de la lamina foliar en cm; LongEspiga = longitud de la espiga
en cm; Diamtuza = diametro de tuza en mm; Diammaz = diametro de mazorca en mm; Longmaz = longitud
de mazorca en mm; No. Hileras = nimero de hileras por mazorca, Granos/hilera = nimero de granos por
hilera; Tipogr = tipo o textura de grano; Colorgr = color de grano; Peso100sem = indice de semilla calculado

como peso de 100 semillas.

2.4.3 Analisis de escalamiento multidimensional (MDS).

A partir de la matriz de distancias Euclidianas y la matriz de datos fenotipicos se
realizaron graficos MDS en dos dimensiones, donde una escala de color representa la
variacion del rasgo en los genotipos evaluados. En todas las variables evaluadas,
excepto en longitud de espiga, tipo y color de grano, se evidencia que en los grupos
genéticos identificados se presenta alta variabilidad, por lo cual no se puede asociar la
agrupacion con un fenotipo en particular (Figuras 2-6 y 2-7). En la variable longitud de
espiga, se observa que la subpoblacion 3 presenta, en general, espigas mas pequefias

en todos los genotipos, respecto a las otras dos subpoblaciones (Figura 2-7b).
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Figura 2-6. Gréficas MDS para las variables fenotipicas evaluadas. a) Dias a liberacion
de polen al 50%, b) Dias a estigmas visibles al 50%, c) Altura de planta, d) Altura de
mazorca, e) Longitud de mazorca, f) Diametro de tuza, g) Numero de hileras por
mazorca, h) Namero de granos por hilera. Colores més oscuros indican valores inferiores
y colores més claros valores superiores.



Adicionalmente, en la variable color de grano, la subpoblacion 3 presenta una

clasificacion de color 0, que corresponde a genotipos de color blanco, mientras que en

los otros grupos se presenta mezcla de colores entre amarillos y blanco (Figura 2-7¢). Asi

mismo, para la variable tipo de grano, también se observa que la subpoblacion 3

presenta mayor cantidad de genotipos con valores 0 y 1, que corresponden a tipos de

grano cristalinos (Figura 2-6d).
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Figura 2-7 Gréficas MDS para las variables fenotipicas evaluadas: a) ancho de hoja, b)
Longitud de espiga, c) Color de grano, donde: 0= blanco, 1= naranja, 2= naranja claro, 3=
amarillo, 4= amarillo claro; d) Tipo de grano, donde: 0= cristalino, 1= semicristalino, 2=
intermedio, 3= semiharinoso, 4= harinoso; e) Peso de 100 semillas o indice se semilla.
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2.5 Discusion

El estudio de los marcadores tipo SNP permitié identificar tres subpoblaciones (K=3) en
las 82 lineas endocriadas evaluadas, en los que fue posible observar que la subpoblacién
1 esta conformada por lineas de grano color amarillo, la subpoblacion 2, donde se agrupa
el mayor numero de lineas, esta conformada por lineas de ambos colores de grano, y la
subpoblaciéon 3 esta conformada por lineas solamente de color de grano blanco,
Adicionalmente, también se observd que en la subpoblacibn 1 se agruparon
predominantemente lineas de origen asiatico, en la subpoblacién 2 se agruparon lineas
de Centroamérica, Suramérica y Africa, y en la subpoblacion 3 se agruparon lineas de
Suramérica. Este resultado es similar al obtenido por Adu et al. (2019), quienes
observaron el mismo namero de subpoblaciones en una muestra de 94 lineas de maiz
tropicales, indicando que el andlisis a partir de SNPs permitié asignar lineas endocriadas
en grupos heteroticos, donde individuos con antecedentes genéticos similares fueron
clasificados en la misma subpoblacion. Adicionalmente, las subpoblaciones 1 y 2
reportadas por Adu et al. (2019), estuvieron compuestas por genotipos con endospermo
de color amarillo, mientras que la tercera subpoblacion fue conformada por genotipos
predominantemente de color blanco y en menor proporcion genotipos con endospermo
amarillo, siendo la subpoblacién con mas lineas (34), y presentando la mayor diversidad
con lineas de seis origenes diferentes. Por otra parte, Zhang et al. (2016), realizaron un
estudio de estructura poblacional y diversidad genética en 362 lineas endocriadas de
maices de diferentes origenes, realizando la separacion de los grupos genéticos a partir
de SNPs mediante un analisis con el software STRUCTURE, donde fue posible identificar
hasta 6 subgrupos basados en el valor K, concluyendo que la separacion de los grupos
es adecuada ya que concuerdan con la informacion de la fuente del germoplasma
evaluado (Zhang et al., 2016). Los resultados obtenidos permiten clasificar las lineas
endocriadas en grupos heteréticos a partir de la poblacién evaluada, demostrando una
vez mas la efectividad del uso de marcadores tipo SNP en esta clasificacion (Adu et al.,
2019; Stanley et al., 2020; Zhang et al., 2016). La clasificacién de las lineas en grupos
heter6ticos a partir de analisis de coordenadas principales o cluster puede causar dudas
ya que generalmente las primeras tres coordenadas pueden no contener gran parte de la
variacion (Pinto et al., 2003). En este estudio las primeras tres coordenadas solo
representan el 22% de la variabilidad de la poblacién. Sin embargo, el andlisis de

coordenadas principales junto con el analisis realizado en STRUCTURE vy la



representacion grafica de las subpoblaciones, brinda mayor confianza en la clasificacion
establecida.

La evaluacion de los componentes principales muestra claramente la existencia de una
estructura poblacional en el germoplasma evaluado, con una diferenciacion moderada.
Nyaligwa et al. (2015), evaluaron 79 lineas de maiz elite de diferentes origenes
geograficos, obtenidas del Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y el Trigo
(CIMMYT), y otros institutos de investigacién de Africa, donde encontraron bajos niveles
de diferenciacion entre las regiones de origen, lo cual fue atribuido al alto grado de
endocria, conllevando a homogeneidad genética, y a la transferencia de genes, siendo
0.03 el valor mas bajo observado. Sin embargo, otros autores reportan valores de Fst
superiores al evaluar lineas de maiz de diferentes origenes, tal como Zhao et al., (2018),
guienes evaluaron 344 lineas endocriadas de maiz, usadas en el mejoramiento de maiz
para China, originarias de Estados Unidos y China, encontrando 8 grupos genéticos con
valores de Fsr entre 0,319 y 0,512. También, Shu et al. (2021), evaluaron 490 lineas
endocriadas de la coleccién de germoplasma del cinturon central maicero de China,
encontrando 10 subgrupos diferenciados con valores de Fsr en un rango entre 0,209 y
0,346.

Los resultados han permitido identificar tres subpoblaciones diferenciadas, que, en
general, corresponden al origen de las lineas. El andlisis de la diferencia de frecuencias
alélicas entre las poblaciones inferidas permite establecer mayor divergencia entre la
subpoblacién 1 (Asia) y la subpoblacion 3 (Suramérica)(0.1418). Por otra parte, la
subpoblacion 2 (origen mixto: Centroamérica/Suramérica/Africa) presenta una
divergencia significativa (<0.05) respecto a las subpoblaciones 1 y 3, sin embargo,
valores pequefios indican una baja divergencia nucleotidica entre estas subpoblaciones
(0.0870 y 0.0845, respectivamente) (Romay et al., 2013). Este constituye un resultado
importante para ser usado como insumo en el planteamiento de las estrategias de
mejoramiento, ya que serd posible realizar cruzamientos entre los grupos divergentes, o
cual debe estar soportado por ensayos que permitan analizar la habilidad combinatoria
entre los genotipos evaluados, con el fin de obtener hibridos de alto rendimiento
explotando el vigor hibrido que presenta la especie, permitiendo el desarrollo de lineas
mejoradas a partir de la diversidad existente en el germoplasma actual. Es posible que

los resultados estén influenciados positivamente por la gran cantidad de marcadores
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evaluados lo cual puede facilitar la interpretacién de los resultados y la inferencia de la
estructura poblacional (Adu et al., 2019).

El andlisis de varianza indica que se presenta variabilidad fenotipica para los caracteres
cuantitativos y cualitativos evaluados en todos los grupos genéticos establecidos, con
diferencias estadisticas altamente significativas en la variable ancho de hoja, y
diferencias significativas en la longitud de espiga y color de grano, Lo cual es positivo
para el programa de mejoramiento genético, ya que sera posible seleccionar parentales

gue cumplan con las caracteristicas del mercado objetivo.

El analisis de escalamiento multidimensional (MDS) es una téchica que permite
establecer las relaciones fenotipicas en el germoplasma evaluado a partir de una matriz
de distancias genéticas (da Silva et al., 2014). Un factor importante en el éxito de los
programas de mejoramiento genético es la evaluacién de la diversidad existente en el
germoplasma del que se dispone, con el fin de determinar el potencial de los materiales
para el desarrollo de productos adaptados a los requerimientos del mercado. Asi,
conocer las relaciones fenotipicas entre las lineas del banco de germoplasma serd un
indicador de la presencia de fuentes de rasgos de interés para el desarrollo de
estrategias de mejoramiento genético o la necesidad de encontrar nuevos recursos para
alcanzar los objetivos del programa (Barroso et al., 2019). Algunos autores han reportado
la utilidad de los andlisis MDS para evaluar la diversidad dentro de una coleccion de
accesiones e identificar los genotipos con mayor divergencia, tal como Barroso et al.
(2019), quienes evaluaron la dispersién fenotipica de 25 accesiones de frijol Lima
(Phaseolus lunatus L.) mediante un andlisis de escalamiento multidimensional no-métrico
(nMDS), basandose en la morfologia de la semilla, indicando que esta técnica puede ser
usada como complemento en los analisis de diversidad fenotipica en esta especie
(Barroso et al., 2019). Por otra parte, da Silva et al. (2014), usaron el analisis MDS para
caracterizar la dispersion fenotipica de 20 accesiones de Ajo (Allium sativum L.),
logrando identificar cultivares con caracteristicas divergentes de forma eficiente de

acuerdo con la clasificacion previa de subgrupos genéticos (A. R. da Silva et al., 2014).

Entre las variables fenotipicas evaluadas, la variable de longitud de espiga presenta un
comportamiento diferencial entre los grupos genéticos establecidos, lo cual se aprecia en
la grafica del analisis MDS (Figura 2-4), en concordancia con el analisis de varianza. La

morfologia de la espiga puede ser un indicador del potencial de produccion de polen de



un genotipo, lo cual es esencial en la formacion adecuada de semillas, el rendimiento de
grano, y para asegurar la pureza genética en la formacion de semilla hibrida (Fonseca et
al., 2003). Por tanto, la diferenciacién en este caracter dentro de los grupos heteréticos
puede ser de utilidad en la determinacién del uso de los parentales para la formacion de
hibridos, ya que aquellos genotipos que presenten espigas pequefias deberan ser
usados preferiblemente como hembras, garantizando una adecuada obtencién de

semilla.

Por otra parte, los rasgos de color y tipo, o textura de grano, son caracteres de herencia
compleja, ya que su expresion en el grano esta determinada por la segregacion de varios
factores del endospermo (White, 1917). Lo anterior también debera tenerse en
consideracion en el planteamiento de los posibles cruzamientos entre los grupos
heteréticos definidos, de acuerdo con los caracteres de color y tipo de grano de los

genotipos en cada uno de ellos.

2.6 Conclusiones

A partir de este estudio se ha demostrado la existencia de un grado importante de
diversidad genética dentro de la coleccion de lineas endocriadas de origen tropical del
banco de germoplasma de Semillas Valle S.A. a partir de la evaluacion de marcadores

moleculares tipo SNP.

Las metodologias empleadas permitieron definir tres grupos genéticamente
contrastantes, asociados a los diferentes origenes del germoplasma, que son de gran
utilidad en el establecimiento de las estrategias de mejoramiento del programa de
investigacion, permitiendo direccionar los cruzamientos de acuerdo con la heterosis
esperada y las caracteristicas fenotipicas de los genotipos en cada grupo, las cuales han
presentado variabilidad significativa, haciendo mas eficiente la formacion, evaluacién y

seleccion de hibridos que cumplan con los requerimientos del mercado objetivo.
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3.Capitulo 3: Comparacion de las
metodologias de clasificacion de los
patrones heteroticos: Dialelo y SNPs.

3.1 Resumen

Uno de los obijetivos principales de los programas de mejoramiento genético de maiz es
desarrollar lineas parentales endocriadas de alto valor genético que al ser cruzadas
puedan producir hibridos con caracteristicas agronémicas superiores. El desarrollo de
hibridos de maiz parte del principio de heterosis. El conocimiento de la diversidad
genética y la estructura poblacional es de gran importancia en los programas de
mejoramiento de maiz ya que permite establecer estrategias para la obtencion eficiente
de hibridos de alto rendimiento a partir de parentales, clasificados en grupos heteréticos
complementarios. En el presente estudio se establecerd la clasificacion de lineas
endocriadas en grupos heterdticos en la poblacion de lineas élite del banco de
germoplasma de Semillas Valle S.A. La clasificacion se realiz6 usando dos metodologias:
a partir de datos gendmicos empleando marcadores moleculares tipo SNP y datos de
campo en 30 lineas endocriadas. Y partir de un ensayo de tipo dialelo donde participaron
30 parentales de estas lineas endocriadas. Mediante un andlisis de cllster los
marcadores moleculares permitieron identificar dos grupos heteroéticos o subpoblaciones.
Mientras que los resultados del dialelo permiten inferir que se presentan tres grupos. Sin
embargo, la integracion de las metodologias podria proveer méas informacién respecto a

los grupos heterdéticos presentes en la poblacion evaluada.

Palabras clave: analisis de Cluster, dialelo, grupos heteréticos, habilidad

combinatoria especifica, SNPs.



Abstract

One of the main objectives on the maize breeding programs is the development of
parental inbred lines of high genetic value, that when crossed could produce new hybrids
with improved agronomic characteristics. The development of maize hybrids relies on the
principle of heterosis. Knowledge on genetic diversity and population structure is very
important in maize breeding programs because it will allow the establishment of new
strategies for the efficient obtention of high yielding hybrids from inbred parental lines,
classified in complementary heterotic groups. In this study, we classified inbred lines into
heterotic groups using SNP molecular markers, and field data of 30 lines from the
Semillas Valle S.A. maize breeding program, and from field data of a diallel crossing
essay where the 30 parental lines participated. From a cluster analysis based on
molecular marker data, two heterotic groups or subpopulations where identified, while
diallel results allowed us to infer three different groups. Nevertheless, the integration of
both methodologies could provide additional information about the heterotic groups

present in the population.

Key words: Cluster analysis, diallel, heterotic groups, Specific combine ability,
SNP.

3.2 Introduccidn

La clasificacion de grupos heteréticos es crucial para los programas de mejoramiento
genético del maiz hibrido (Zea mays L.)(Fan et al., 2018), siendo la clave para tener una
mayor eficiencia ya que permite reducir las probabilidades de evaluar hibridos con
caracteristicas indeseables (Richard et al.,, 2016). La eficiencia en la asignacién de
grupos heterdticos a las lineas endocriadas es necesario para obtener un patron

heteroético util para el esquema de mejoramiento genético usado (Oyetunde et al., 2020).

Existen diversos métodos para clasificar lineas parentales en grupos heteroticos,
incluyendo el uso de rasgos morfologicos, método de pedigri, técnicas multivariadas,
métodos genéticos incluyendo disefios de apareamientos, como los cruzamientos
dialélicos y cruzamientos linea x probador, y el uso de marcadores moleculares (Olutayo

Akinwale, 2021). Varios autores han reportado la eficiencia en la determinacion del
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patron heterético en una poblacion a partir de datos fenotipicos y de datos genotipicos
(Adu et al., 2019; Bidhendi et al., 2009; El-Badawy, 2013; Nardino et al., 2016; Paterniani
et al., 2000; Richard et al., 2016; van Inghelandt et al., 2010). La habilidad combinatoria
especifica (HCE) para el rendimiento de grano y la habilidad combinatoria general (HCG)
son usadas para clasificar lineas parentales en grupos heteréticos, sin embargo, el
rendimiento de grano es un rasgo complejo y de baja heredabilidad, por lo cual puede ser
necesario hacer analisis comparativos que permitan determinar la metodologia mas
eficiente (Mahato et al., 2021). Otros autores han evaluado las dos metodologias en
conjunto (marcadores moleculares y cruces dialélicos) para establecer la utilidad de cada
una de ellas (Aguiar et al., 2008; Barata & Carena, 2006; Pinto et al., 2003). Diferentes
estudios han probado la utilidad de los marcadores moleculares tipo SSR en la
clasificacion de grupos heteroticos, y han comparado los resultados obtenidos a partir de
esta metodologia y la clasificaciébn a partir de datos fenotipicos, sin embargo, pocos
estudios reportan el uso de SNPs y ensayos de dialelo en la determinacién de grupos
heteréticos. Por lo anterior, aplicar la metodologia de clasificacion de grupos heteréticos
a partir de SNPs en comparacion con los resultados obtenidos a partir de ensayos de tipo
dialelo, que estan basados en las habilidades combinatorias de las lineas evaluadas,
puede proveer informacion importante acerca de la utilidad de estos marcadores en la
determinacion de grupos heter6ticos. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue
comparar la consistencia de la clasificacion de los patrones heterdticos definidos
mediante ensayos de dialelo y marcadores moleculares de tipo SNP en lineas de maiz
de origen tropical y su eficiencia en términos de tiempo, costos y asignacion de

genotipos.

3.3 Metodologia

3.3.1 Determinacion de grupos heteréticos a partir de ensayos
tipo dialelo

En el ensayo se incluyeron 30 lineas élite del programa de mejoramiento de Semillas

Valle S.A como parentales. Las lineas fueron seleccionadas por ser las lineas parentales

con mayor cantidad de hibridos experimentales formados desde 2013. Con ayuda de la

herramienta informatica Semillas (v. 2018) (Semillas Valle S.A.), se programaron

cruzamientos entre los 30 parentales, sin incluir los reciprocos, de acuerdo con el método



2 descrito por Griffing (1956), para un total de 435 cruzamientos, incluidos los 30
parentales [(P(P+1))/2].

Los 435 hibridos sencillos fueron evaluados junto con 4 hibridos comerciales como
testigos en un disefio de bloques aumentados. Los ensayos fueron llevados a cabo en
dos semestres consecutivos, 2018A y 2018B, en dos localidades que correspondian a la
finca Estambul, ubicada en el norte del Valle de Cauca, en el municipio de Roldanillo
(4°27°05”N 76°04'53"W, 910 msnm), y al Centro Experimental de Semillas Valle S.A.
ubicado en el centro del Valle del Cauca, en el municipio de El Cerrito (3°41'26.3"N
76°18’35.7"W, 992 msnm), con tres repeticiones por localidad. Cada unidad experimental
consisti6 en dos surcos de 5 metros, con distanciamiento de 0.8 m entre surcos y
callejones frontales y posteriores de 2 m y 0.8 m respectivamente. En cada una de las

localidades se evaluaron los componentes de rendimiento y sanidad mas importantes.

Los datos fueron analizados usando el software estadistico R mediante un andlisis de
varianza de acuerdo con el planteamiento del método 2 de Griffing (1956) que trabaja
s6lo con los datos de los padres y F1 directos. Adicionalmente, usando las férmulas
establecidas por Griffing (1956) se evalu6 la HCG y HCE para cada progenitor. La
determinacion de grupos heteréticos se realiz6 aplicando la aproximacion propuesta
por Badu-Apraku et al. (2013), donde se clasifican las lineas con base en la HCG de
multiples rasgos (HGCAMT, por sus siglas en inglés, Heterotic grouping based on GCA of
multiple traits). Se realiz6 una estandarizacion de los efectos de la HCG de los rasgos
evaluados, para minimizar los efectos de las diferentes escalas de medicion para cada
rasgo (Badu-Apraku et al., 2013), se incluyeron las variables altura de planta (alpla),
altura de mazorca (almaz), floracién masculina (florm), floracién femenina (florf), aspecto
de mazorca (asmaz), color de grano (colorgr), tipo de grano (tipogr) y rendimiento de
grano (rendim), para un total de 8 rasgos que presentaron significancia en los ambientes
evaluados. Una vez estandarizados los valores, se realiz6 un analisis de cllUster usando
el método de Ward de varianza minima usando el software estadistico R Studio (RStudio
Team, 2022), y se construy6 un dendograma basado en el agrupamiento (Ver Capitulo
1).
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3.3.2 Determinaciéon de grupos heterdticos a partir de
marcadores moleculares
Las 30 lineas involucradas en el ensayo de dialelo fueron genotipificadas mediante el
arreglo de Illlumina MaizeSNP50 BeadChip que permite evaluar hasta 56,110 SNPs (Q. Li
et al.,, 2012), por genotipo y permite un cubrimiento de 451 marcadores asociados a
genes conocidos y rasgos de importancia agronémica (Xu et al., 2017). Para ello,
muestras de semillas fueron enviadas al proveedor Eurofins BioDiagnostics para la
extraccion de ADN y su genotipificacion.

Se seleccion6é la fraccion de SNPs informativos (segregantes), los SNPs con una
frecuencia de alelo menor (MFA) >0.05 y los marcadores con datos faltantes en menos
del 20% de la poblacién, después de realizar las imputaciones plausibles en la poblacién,
usando el software NGSEP (v. 4.1.0.)(Duitama et al., 2014). Los datos genotipicos
curados, se utilizaron para realizar los analisis de diversidad genética. La matriz de SNPs
se utilizé para evaluar la estructura en la poblacién de lineas por medio de analisis de
componentes principales (PCA) empleando el software TASSEL (v. 5.2.73) (Bradbury et
al., 2007), y posteriormente se realizé una grafica de 3 dimensiones implementando la
herramienta XLSTAT (v. 2018) (Addinsoft) para observar graficamente la distribucion de
los grupos. La estructura de la poblacion fue estimada usando un modelo Bayesiano de
Cadenas de Markov Montecarlo (MCMC) implementado en el software STRUCTURE (v.
2.3.4). Se realizaron 10 corridas para cada nimero de poblaciones (k) establecido de 1 a
10. El tiempo de calentamiento y el nimero de replicaciones de MCMC se fijaron en
10.000 para cada ejecucion. El valor K mas probable fue determinado con la herramienta
en linea Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012) utilizando la probabilidad logaritmica
de los datos [LnP (D)] y delta K (AK) en funcion de la tasa de cambio en [LnP (D) ] entre
valores K sucesivos. A partir de los grupos definidos en STRUCTURE se calcularon los
valores de Fsr entre los pares de grupos usando las librerias Hierfstat (v.0.5-11) (Weir &
Goudet, 2017). Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de varianza para los caracteres
fenotipicos entre las subpoblaciones determinadas a partir del andlisis de diversidad

genética usando el software estadistico R (Ver Capitulo 2, Tabla 2-1).



3.3.3 Comparacioén de las metodologias evaluadas

Una vez establecidos los grupos heteroticos, se realiz6 una comparacién de la
asignacion de genotipos en cada una de las metodologias propuestas, con el fin de
establecer si hay coincidencia en la formacion de grupos. La eficiencia del agrupamiento
fue determinada como el porcentaje de lineas clasificadas de forma diferencial en cada
metodologia (Oyetunde et al., 2020). Adicionalmente, se realizé un analisis de costos y
tiempo de desarrollo de los ensayos para establecer la eficiencia de cada una de las
metodologias.

3.4 Resultados

3.4.1 Determinacion de grupos heteroticos a partir de la habilidad
combinatoria especifica

El andlisis de varianza fue obtenido por medio del aplicativo de Cimmyt AGD-R (Analysis
of Genetic Designs with R for Windows. V.5.0. Rodriguez et al., 2015), para las variables
de componentes de rendimiento, caracteristicas de planta y sanidad, lo cual se discute al
detalle en el capitulo 1 (ver Capitulo 1). En la tabla 1-5 se detallan los valores de
habilidad combinatoria general para la variable rendimiento en los 30 parentales
evaluados, los cuales se presentan organizados de acuerdo con la magnitud de la HCG y
la habilidad combinatoria especifica se presenta en la figura 1-1, que corresponde a la
matriz de cruzamientos con el valor calculado de HCE, donde se muestra una escala de
color de rojo a verde, que permite apreciar los valores negativos, cercanos a cero y
positivos, respectivamente. Adicionalmente, los valores detallados se presentan en el
Anexo 1 (Ver Capitulo 1).

Por otra parte, a partir de la metodologia de HGCAMT, aplicando el método de
agrupacion jerarquica de Ward, que permite formar grupos mutuamente excluyentes con
base en la similaridad respecto a las caracteristicas especificadas (Ward, 1963), se
obtuvo el dendrograma presentando en la figura 3-1. De acuerdo con esta clasificacion,

se observan 3 grupos heteroéticos, compuestos por 7, 14y 9 lineas, respectivamente.
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Figura 3-1 Dendrograma de 30 lineas de maiz de origen tropical construido a partir de los
efectos de la HCG del rendimiento de grano y otros rasgos usando el andlisis de cluster
de minima varianza de Ward. Los puntos de colores hacen referencia al origen de las
lineas: azul= Suramérica; verde= Centroamérica; rojo= Asia; amarillo= Africa.

3.4.2 Determinacion de grupos heterbéticos a partir de
marcadores tipo SNP y analisis de estructura poblacional.

A partir del chip de llumina MaizeSNP50 BeadChip se observaron un total de 55.542

SNPs en los 30 genotipos evaluados. Una vez curados los datos, se obtuvieron 14.755

SNPs informativos para el andlisis de estructura poblacional, presentando un MAF

minimo de 0.05 y menos del 20% de datos perdidos.

Se realizd un analisis de coordenadas principales a partir de las distancias genéticas de
Nei (1987), con el fin de ilustrar los ejes principales de la variabilidad entre las lineas
evaluadas, lo cual se plasmé en una grafica de ordenacién espacial (Fig. 3-2). De
acuerdo con los resultados del andlisis, los tres primeros componentes explicaron el
26,27% de la variabilidad genética entre las subpoblaciones, con porcentajes del 18.56%,
6.06% y 1.64%, respectivamente. A partir de esta informacion, se establecid la
separacion entre las subpoblaciones, observando dos grupos claramente diferenciados.
Se asignaron colores de acuerdo con el color de grano para observar la distribucién en la
representacion gréfica (Fig. 3-2). Adicionalmente, se plasmaron los mismos componentes
principales, asignando colores de acuerdo con el origen de las lineas, con el fin de

observar si la distribucién puede estar relacionada (Fig. 3.3).



COLOR

PC3 Blanco

Amarilla

®=PC1
Yo=PC2
I=PC3
Clr = COLOR

Figura 3-2 Representacion grafica en tres dimensiones de la ubicacion espacial de las
lineas evaluadas a partir del andlisis de coordenadas principales (PCoA). Los colores
corresponden al color de grano de los genotipos de acuerdo con la caracterizacion
fenotipica
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Figura 3-3 Representacion grafica en tres dimensiones de la ubicacion espacial de las
lineas evaluadas a partir del andlisis de coordenadas principales (PCoA). Los colores
corresponden al origen de grano de los genotipos de acuerdo con la informacion del
banco de germoplasma de Semillas Valle S.A.

En el andlisis de estructura poblacional realizado en el software STRUCTURE (Pritchard
et al., 2000), se seleccioné el valor K 6ptimo a partir de la metodologia propuesta por
Evanno et al. (2005), mediante el grafico del niamero de clusteres (K) con el delta K (AK),
donde se evidencio un pico agudo en K=2 (Fig. 3-3), presentando un valor de AK de
9351.36. El valor K 6ptimo indica que las dos subpoblaciones tienen alta probabilidad
para el agrupamiento de la poblacion, sin embargo, el andlisis de varianza para las
variables fenotipicas no presenta diferencias estadisticas significativas entre las dos
subpaoblaciones definidas (Tabla 3-1). Las dos subpoblaciones fueron compuestas por 24
y 6 genotipos, respectivamente (Fig. 3-4 y Tabla 3-2). La clasificacion de los genotipos
corresponde con lo observado en el analisis de componentes principales. Por otra parte,
el andlisis de STRUCTURE permite estimar el indice de fijacion (Fst) para las dos
subpoblaciones, estimando un valor de Fsr de 0.0102 para la poblacion 1 y 0.4684 para
la poblacion 2, mientras que el valor de alfa promedio fue 0.0562 (Tabla 3-3). La
divergencia de la frecuencia alélica entre las dos poblaciones fue de 0.0838 (Tabla 3-4),

indicando divergencia entre ellas.



Tabla 3-1 Andlisis de varianza para las caracteristicas fenotipicas evaluadas DLP50,
DEV50, Alpla, Almaz, AnchoHoja, LongEspiga y Diamtuza

Df DLP50 DEV50 Alpla Almaz AnchoHoja LongEspiga Diamtuza
Poblacién | 1 0.07ns 0.83ns 32.03ns  104.53ns 1.30ns 45.63ns 1.95ns
Residual | 80 4.6354 4.3274 342.64 265.76 0.88356 45.113 1.2565

** Diferencias estadisticas significativas, P<0.01. *** Diferencias estadisticas altamente significativas,
P<0.001. ns Diferencias estadisticas no significativas. DLP50 = dias a liberacion de polen al 50%; DEV50 =
dias a estigmas visibles al 50%; Alpla= altura de planta; Almaz= altura de mazorca; AnchoHoja = ancho de la

lamina foliar en cm; LongEspiga = longitud de la espiga en cm; Diamtuza = diametro de tuza en mm.

Tabla 3-2 Analisis de varianza para las caracteristicas fenotipicas evaluadas Diammaz,
Longmaz, No. Hileras, Granos/hilera, Tipogr, Color gr y Peso100sem

Df Diammaz Longmaz No.Hileras Granos/hilera Tipogr Colorgr  Pesol100sem
Poblacion = 1 4.56ns 59.50ns 34.13ns 130.21ns 1.41ns 0.008 ns 295.47ns
Residual | 80  3.6157 56.991 50.381 250.07 1.5461 1.51042 211.51

** Diferencias estadisticas significativas, P<0.01. *** Diferencias estadisticas altamente significativas,
P<0.001. ns Diferencias estadisticas no significativas. Diammaz = didmetro de mazorca en mm; Longmaz =
longitud de mazorca en mm; No. Hileras = nimero de hileras por mazorca, Granos/hilera = nUmero de granos
por hilera; Tipogr = tipo o textura de grano; Colorgr = color de grano; Pesol00sem = indice de semilla
calculado como peso de 100 semillas.
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Figura 3-3 Delta K (A) para diferente nimero de subpoblaciones (K).
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Figura 3-4 Estructura poblacional estimada de 30 lineas endocriadas de maiz tropical del
programa de mejoramiento de Semillas Valle S.A. Diferentes colores indican la
agrupacion en una subpoblacion diferente.



Tabla 3-3 Resultados de STRUCTURE para la proporcién de genotipos inferidos en cada
cluster, Heterocigosidad esperada (He) y niumero de genotipos asignados para cada
poblacion.

Poblacién Proporc_lon de H No. De
genotipos genotipos
Pob 1 0.768 0.3803 24
Pob 2 0.232 0.2497 6

Tabla 3-4 Valores promedio de Fstl, Fst2 y alfa inferidos de la aproximacién basada en
el modelo.
Valor promedio de Fst_1 0.0102
Valor promedio de Fst_2 0.4684
Valor promedio de alfa 0.0562

Tabla 3-5 Divergencia de frecuencia alélica entre las poblaciones inferidas de las lineas
endocriadas de maiz.

Poblacién Pob 1 Pob 2
Pob 1 - 0.0838
Pob 2 0.0838 -

Considerando las dos subpoblaciones definidas a partir del analisis de estructura
poblacional, se consider6 cada una de ellas como un grupo heterético debido a su

divergencia genética. En la tabla 3-6 se indican los genotipos asignados a cada grupo.

Tabla 3-6 Clasificacién de grupos heteréticos para 30 lineas de maiz de origen tropical a
partir del andlisis de estructura poblacional

Grupo 1 Grupo 2
LA15 LA10 LBO4 LA41 LAO2
LA14 LB13 LB12 LB37 LAO3
LBO3 LAOS LBO7 LB22 LAO4
LBO6 LA13 LBO5 LB32 LAOS8
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LB10 LAO1 LAO6 B33 | LAO7
LB11 LAOS LB15 LB38 | LA44

3.4.3 Comparacion de los grupos heteréticos establecidos
mediante las dos metodologias evaluadas.

En la tabla 3-7 se presentan los genotipos clasificados en cada uno de los grupos
heteréticos mediante la metodologia de dialelo y marcadores moleculares (SNPs),
respectivamente. A partir de la metodologia de dialelo se obtuvieron tres grupos
heteréticos, compuestos por 7, 14 y 9 genotipos, respectivamente. Por otra parte, a partir
del andlisis de estructura poblacional con los SNPs se obtuvieron dos grupos heteréticos
con 24 y 6 genotipos, respectivamente. Las lineas clasificadas en los grupos 2 y 3 del
dialelo, corresponden en su mayoria a las lineas clasificadas en el grupo 1 del ensayo de
SNPs. Por otra parte, el grupo 1 de dialelo, presenta cuatro lineas en comun con el grupo
2 de SNPs. Solo cinco de las 30 lineas evaluadas presentan una clasificacion
contrastante en las dos metodologias evaluadas: LAO5, LB38, LB13, LAO7 y LA44.

Tabla 3-7 Clasificacion de grupos heteréticos para 30 lineas de maiz de origen tropical a
partir de la habilidad combinatoria de sus cruzamientos y el analisis de estructura
poblacional a partir de SNPs

) Dialelo SNP

LINEA

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2
LAO2 X X
LAO3 X
LAO4 X
LAO5
LAOS8
LB38
LB13
LAO6
LAO9
LA10
LA13
LA15

X X X X X X
>

X X X X X
X X X X X X X



LB37
LB33
LBO3
LBO4
LBO5
LBO6
LB10
LB12
LB22
LAO1
LAO7
LA41
LA44
LA14
LBO7
LB11
LB15
LB32

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X
>

X X X X X

Por otra parte, se realiz6 un cuadro comparativo de los costos para cada una de las
metodologias, el cual se presenta en la tabla 3-8. El valor de costo por surco que se
presenta en la tabla esta definido con base en la informacién financiera de Semillas Valle
S.A. donde se consideran todos los costos asociados a la produccion de un surco
dependiendo de la longitud de este. El nimero de surcos de linea corresponde al nUmero
de surcos requeridos de acuerdo con la produccién promedio por surco de linea parental
definido en 180 gramos de semilla por surco, lo cual se determiné con base en los
promedios de produccion historicos del programa de mejoramiento. Adicionalmente, para
el ensayo con base en SNPs, se consideran 3 surcos por genotipo, dado que se
requieren al menos 2 surcos para fenotipificacion y 1 surco para produccion de semilla
para la secuenciacion. Por ultimo, se establecié un esquema que permitiera visualizar el
tiempo requerido para el desarrollo de las metodologias evaluadas dado en semestres
(Tabla 3-9).
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Tabla 3-8 Costos para el desarrollo de un ensayo tipo dialelo y genotipificacion por SNPs
para 30 lineas de maiz de origen tropical

ITEM Valor Ensayo dialelo Ensayo SNPs
Unitario Cantidad Valor Total Cantidad Valor Total
Produccion $
de semilla 28,070.38 60 S 1,684,222.80 90 S 2,526,334.20
parental
Formacién de S
hibridos 28,070.38 1305 b SEEILEELY i i
Evaluacién de S
hibridos 17,943.84 3694 > 66,284,544.96 i i
Extraccién de S
ADN 12,441.13 i i 30 > 373,233.90
. S
Secuenciacién 318,492.80 - - 30 S 9,554,784.00
TOTAL S 104,600,613.66 S 12,454,352.10

Tabla 3-9 Esquema de tiempo para el desarrollo de un ensayo tipo dialelo vy
genotipificacién por SNPs para 30 lineas de maiz de origen tropical

Semestre 1 Semestre 2 Semestre 3 Semestre 4 Semestre 5

Actividad Ensayos de dialelo multilocalidad

Aumentos de
semilla por
Linea
Endogémica

Formacién de
hibridos

Registro de
datos X X X X
agronémicos

Bases de datos
Consolidadas

Analisis
Estadistico

Clasificacién
de grupos X
heterdticos

Resultados X

Ensayos genémicos



Aumentos de
semilla por

. X X
Linea
Endogamica
Recoleccion de
datos de X X

pedigri SV

Secuenciacion
de lineas X
endocriadas

Revisién de
datos
genéticos en
bases de datos

Analisis de
datos de

estructura
genética

Clasificacion

de grupos X
heteréticos

Resultados X

3.5 Discusion

La determinacién de grupos heteréticos es un aspecto crucial en el desarrollo de hibridos
de maiz (Barata & Carena, 2006). Por tanto, los investigadores usan diversas
metodologias que permitan realizar la clasificacion de lineas endocriadas de forma
eficiente. Dentro de las metodologias disponibles, los disefios de apareamiento como los
ensayos de linea x probador, disefios de Carolina del Norte y los ensayos de tipo dialelo

son ampliamente usados en el mejoramiento genético, (Olutayo Akinwale, 2021).

En el presente estudio se realizé un ensayo de tipo dialelo donde se involucraron 30
lineas de maiz élite del programa de mejoramiento genético de Semillas Valle S.A,,
similar a lo realizado por Bidhendi et al. (2009), quienes realizaron un ensayo de dialelo
con 14 lineas parentales, evaluadas durante dos afios en cuatro localidades, con el fin de
determinar el patron heterético entre el germoplasma evaluado usando el andlisis del
método de Griffing. De acuerdo con la asuncién de que la HCE de dos lineas de grupos

heteroticos diferentes es mayor que la HCE de lineas del mismo grupo, las 14 lineas,
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originarias de Estados Unidos, Iran y Centroamérica, fueron clasificadas en dos grupos
heterdticos, confirmando el patron heterético esperado dentro de las lineas
estadounidenses y encontrando también una alta habilidad combinatoria especifica entre
lineas de origen estadounidense y centroamericano (Bidhendi et al., 2009). Los
resultados del presente estudio evidenciaron que la clasificacion de los grupos
heteréticos a partir del dialelo, con base en la habilidad combinatoria general de mdltiples
rasgos, permitié identificar 3 grupos, el primero con lineas de origen predominantemente
de Asia, y el segundo y tercero con genotipos de origen centro y suramericano. Lo cual
coincide con lo reportado por (Adu et al., 2022), quienes reportaron la eficiencia de la
metodologia, al clasificar 30 lineas de maiz de maduracion temprana de dos colores de
endospermo (15 blancas y 15 amarillas) y fuentes de germoplasma diversas, en 3 grupos

heteréticos.

Por otra parte, la evaluacién de la estructura poblacional y la diversidad genética a partir
de SNPs con el fin de determinar grupos heteréticos ha sido empleada por diversos
autores, demostrando su utilidad para este fin. Van Inghelandt et al. (2010), realizaron un
estudio con 1537 lineas endocriadas élite de maiz genotipificadas con 359 SSR y 8244
SNP, a partir de los cuales se determinaron cuatro grupos heteréticos en el andlisis
realizado con el software STRUCTURE. En otro estudio, Zhang et al. (2016), evaluaron la
diversidad genética y la estructura poblacional en 362 lineas endocriadas de maiz,
importantes para el mejoramiento del sur de China, a partir de SNPs, identificando hasta
seis subgrupos con genotipos de diferentes origenes, encontrando mayor diversidad en
el grupo correspondiente a genotipos tropicales respecto a los maices templados. Los
resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con los reportes en cuanto a la
utilidad del método en la determinacién de grupos heteréticos, sin embargo, la cantidad
de grupos obtenida fue inferior con sélo dos subpoblaciones, lo cual puede estar
relacionado con la cantidad de genotipos, y la ancestria de las lineas, ya que sélo se
evaluaron 30 genotipos, mientras que en la mayoria de los reportes en literatura este
namero es superior (Adu et al., 2019; Richard et al., 2016; van Inghelandt et al., 2010;
Zhang et al., 2016). Sin embargo, los grupos obtenidos corresponden con el origen de los
materiales, ya que en el grupo 1 se clasificaron genotipos de centro y sur américa,
mientras que en el segundo grupo se clasificaron genotipos de origen asiatico. Estos

resultados podrian indicar la presencia de diversidad genética limitada en la poblacion



evaluada, ya que la identificacion de subgrupos es un indicador de la abundancia de
variabilidad genética existente en el germoplasma (Santos De Oliveira et al., 2021).

Aunque, en general, se prefiere tener un gran nimero de muestras (Nazareno et al.,
2017), se ha demostrado que la evaluacibn de un numero pequefio de muestras o
individuos es suficiente para observar las divergencias entre subpoblaciones cuando se
usan miles de SNPs bialélicos, tal como lo indica Li et al. (2020), quienes observaron que
con una muestra de sélo seis individuos era posible estimar la diversidad genética entre
poblaciones de Harmonia axyridis, usando marcadores de tipo SNP. Shi et al. (2010),
establecieron que incluso con muestras pequefas de la poblacion es posible estimar la
diversidad de esta, al demostrar que los resultados obtenidos a partir de submuestras de
una poblacién mas grande fueron similares a los parametros poblacionales obtenidos
inicialmente. Los SNPs, dada su naturaleza binaria, tienen menor variabilidad que los loci
con multiples alelos, por lo cual se requieren muestras mas pequefias para obtener
estimaciones acertadas de frecuencias alélicas e identificar patrones de variabilidad en
una poblacion (Porras-Hurtado et al., 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos, las dos metodologias evaluadas permiten
clasificar los 30 genotipos en dos grupos genéticamente contrastantes 0 grupos
heteréticos. La clasificacion de las lineas endocriadas de maiz esta influenciada por la
metodologia utilizada por los investigadores (Fan et al., 2009). Por tanto, algunos autores
han realizado analisis comparativos entre la clasificacion de grupos heteréticos a partir de
datos fenotipicos y de marcadores moleculares con el fin de establecer la eficiencia de
ambas aproximaciones (Aguiar et al., 2008; Badu-Apraku et al., 2015; Barata & Carena,
2006; Santos De Oliveira et al., 2021; K. J. Silva et al., 2020).

Barata & Carena (2006) clasificaron 13 lineas endocriadas North Dakota élite en grupos
heter6ticos con el fin de establecer la consistencia entre los resultados obtenidos
mediante el agrupamiento usando secuencias repetitivas simples (SSR) y datos
fenotipicos obtenidos en un ensayo de tipo dialelo. También, Aguiar et al. (2008),
clasificaron 16 lineas de maiz de origen tropical mediante la evaluacion de cruzamientos
de prueba con lineas de grupo heterético conocido, y SSRs con el fin de comparar la
precisiéon de los métodos de agrupamiento para la formacién de grupos heterogéneos en

maiz. Los resultados de estos ensayos indican que los marcadores moleculares SSR
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permiten la clasificacion de lineas endocriadas en grupos heteréticos, obteniendo
resultados similares a los agrupamientos con base en datos fenotipicos, sin embargo, se
presentan algunas inconsistencias y por tanto los datos de ensayos de campo en
diferentes ambientes contindian siendo esenciales para clasificar lineas no relacionadas

en grupos heterdticos (Aguiar et al., 2008; Barata & Carena, 2006).

Badu-Apraku et al. (2015), compararon la eficiencia de la clasificacién de 14 lineas de
maiz mediante la evaluacion de SNPs y la HCG y HCE en ensayos de campo,
encontrando que se tiene una correspondencia cercana entre las clasificaciones de las
metodologias evaluadas en términos de la asignacién de lineas en los grupos
heteréticos. Similar a lo reportado por Santos De Oliveira et al. (2021), quienes
clasificaron 293 lineas endocriadas de grupo heterético conocido, mediante 5252 SNPs,
encontrando que se presenta consistencia entre el agrupamiento basado en las
distancias genéticas y los grupos previamente establecidos para las lineas en estudio,
con 3.4% de lineas con una clasificacion diferente a la esperada. Los hallazgos del
presente estudio no estdn muy corresponden a un 16.6% de divergencia entre la
clasificacion por ambas metodologias.

Los agrupamientos de lineas de maiz usando marcadores moleculares de alta densidad
como los SNP, es una metodologia de alta precision que permite realizar una
clasificacion adecuada de las lineas sin llevar a cabo experimentos para obtener
habilidad combinatoria en campo (Santos De Oliveira et al., 2021). Los resultados del
presente estudio soportan hallazgos previos respecto a la utilidad de los estudios de
diversidad genética a partir de marcadores moleculares SNPs en la clasificacién de
lineas de maiz en grupos genéticos, permitiendo la seleccidon de parentales para la
formacion de hibridos con caracteristicas genéticas contrastantes, evitando la formacion
de hibridos entre lineas genéticamente similares o dentro de los grupos heterdticos
(Santos De Oliveira et al., 2021; Silva et al., 2020). Sin embargo, algunos autores indican
gue las distancias genéticas entre las lineas definidas a partir de SNPs no son buenos
predictores de comportamiento per se de los hibridos en rendimiento (Silva et al., 2020),
Otra limitacion puede ser el requerimiento de un alto nimero de marcadores para obtener

una clasificacion adecuada (Barata & Carena, 2006).



Por otra parte, el comparativo de costos entre el desarrollo del ensayo de dialelo y el
ensayo con SNPs indica que la implementacion del dialelo es 8,3 veces mas costoso
respecto a la genotipificacion con el Maize50KSNP BeadChip (Tabla 3-6) y el tiempo
requerido es 3 veces mas largo, debido al requerimiento de produccién de semilla y
varias observaciones de hibridos en campo (Tabla 3-9). Esta observacién esta en
concordancia con lo reportado por Fan et al., (2009) y Goyal (2021), indicando que los
métodos moleculares para clasificar lineas endocriadas en grupos heter6ticos
usualmente son mas rapidos y pueden ser mas econdémicos, ya que no requieren la
evaluacion de gran cantidad de materiales en campo. En estados avanzados de
mejoramiento, los métodos basados en datos genéticos y marcadores moleculares son
ampliamente utilizados ya que tienen un alto nivel de precision, dado que sus resultados
estdn minimamente influenciados por el ambiente (Aguiar et al., 2008; Olutayo Akinwale,
2021). Silva et al., (2020), indican que la metodologia de SNPs puede proveer
informacion importante para la seleccion de parentales y servir como base para el
planteamiento de esquemas de cruzamiento adecuados. Debido a que los resultados
entre los agrupamientos con marcadores y con los datos de campo presentan algunas
inconsistencias, algunos autores concluyen que los datos de ensayos de campo en
diferentes ambientes contindian siendo esenciales para clasificar lineas no relacionadas

en grupos heterdticos (Aguiar et al., 2008; Barata & Carena, 2006)

Sin embargo, usualmente la clasificacion de lineas nuevas en grupos heteréticos se
realiza a partir de disefios de esquemas de cruzamientos con un probador de grupo
heterético conocido (Olutayo Akinwale, 2021), tal como Chandel et al., (2019), quienes
clasificaron 11 lineas nuevas usando un disefio de cruzamientos linea x probador, con 2
probadores diversos. Fan et al., (2009), también realizaron un ensayo con 23 lineas
endocriadas, que fueron clasificadas en cuatro grupos heteréticos a partir de un disefio
de cruzamientos con 4 probadores de grupo heterético conocido, demostrando la utilidad
de los cruzamientos de linea x probador en la clasificacion de lineas. Menkir et al., (2004)
recomiendan la combinaciobn de ensayos con probadores heteréticos y marcadores
moleculares como la mejor alternativa para clasificar lineas endocriadas de maiz tropical.
Usualmente, cuando no se cuenta con probadores heteréticos definidos se recurre a la
implementacion de disefios de apareamiento como el método de dialelo o los Disefios de
Carolina del Norte son usados tanto para determinar grupos heteréticos como para la

identificacion de probadores heter6ticos (Olutayo Akinwale, 2021).
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3.6 Conclusiones

Tanto la metodologia del dialelo como los marcadores moleculares tipo SNP fueron
eficientes en la clasificacion de lineas endocriadas en grupos genéticos contrastantes,
obteniendo dos grupos heteréticos para el caracter rendimiento de grano, con una
divergencia en la clasificacion del 16.6%.

El uso de marcadores moleculares resulta ser una metodologia mas facil de implementar,
con un costo mas bajo y menor tiempo requerido para su implementacion, por lo cual

permite la inclusién de mayor cantidad de lineas en un mismo ensayo.

Aunque el ensayo dialelo, es util para clasificar las lineas en grupos heteréticos, es una
metodologia restrictiva ya que requiere una alta inversion de recursos para la produccion
de semilla y posterior evaluacion de hibridos en campo. Sin embargo, su aplicacion
contribuye en la seleccién de parentales probadores representativos para cada grupo
heterético identificado, que permitan realizar una clasificacion de lineas nuevas mediante

cruzamientos de linea x probador.

La separacion de las lineas endocriadas en grupos heterdticos constituye la base para el
direccionamiento en la formacién de hibridos nuevos en el programa de mejoramiento de
Semillas Valle S.A., contribuyendo a mejorar la eficiencia debido a la posibilidad de evitar
la formacion de hibridos entre lineas genéticamente similares, que no expresaran en

campo la heterosis requerida en el mejoramiento de hibridos de maiz.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

1.

3.

El ensayo de dialelo permiti6 evaluar la diversidad genética presente en el
germoplasma a partir de la caracterizacion de los hibridos evaluados, y la relacion
entre los caracteres fenotipicos y el rendimiento de grano. Adicionalmente, fue
posible realizar el agrupamiento de las lineas parentales en tres grupos
heteréticos lo cual fue posible relacionar con el origen del germoplasma. Los
resultados obtenidos demuestran la utilidad de esta metodologia para los
programas de mejoramiento genético.

La metodologia de marcadores moleculares SNP permitié establecer la presencia
de diversidad genética notable en el germoplasma evaluado. A partir de este
andlisis fue posible clasificar las lineas parentales en tres grupos genéticamente
contrastantes, asociados al origen del germoplasma. La mayor distancia genética
se encontré6 entre los grupos 2 y 3, indicando que la heterosis de hibridos
formados con lineas parentales de estos dos grupos podria ser mayor.

Aunque las dos metodologias evaluadas permiten la identificacion de grupos
heteréticos, el costo asociado a la implementacibn de cada una de ellas,
constituye un factor importante para los programas de mejoramiento genético, ya
gue los recursos pueden ser limitados y se deben enfocar los esfuerzos en el uso
eficiente de los mismos. El presente estudio permitié6 identificar que los
marcadores moleculares son la opciéon con un costo mas bajo y menor tiempo

requerido para su implementacion.
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4.2 Recomendaciones

1.

Ya que la clasificacion de las lineas endocriadas en grupos heteroticos es la base
para el desarrollo del mejoramiento genético de hibridos, se considera que este
estudio exploratorio del germoplasma debe constituir la base para la
implementacibn de nuevas metodologias de clasificacion de lineas en el
programa de mejoramiento de Semillas Valle S.A. a partir de ensayos de
cruzamiento lineas x probador.

La clasificacion de las lineas endocriadas obtenida en este estudio debe ser
confirmada mediante el analisis del comportamiento de los hibridos formados con
las mismas, con el fin de establecer la heterosis en hibridos de poblaciones
contrastantes y con mayor divergencia genética, acuerdo a los esperado.

En caso de que se cuente con los recursos suficientes, implementar las dos
metodologias hard posible la obtencion de informacion complementaria que
contribuya al analisis detallado del germoplasma y facilite la explotacion de los

recursos genéticos con que se cuenta.






Anexos

Anexos

A.
Combinatoria Especifica en el rasgo

de rendimiento para 435 hibridos y 30

Anexo 1: Estimacion de Habilidad

lineas endogamicas

de Maiz tropical.

i 2 w 5 3 M % j 2 w 5 3 M g
IR IR IR IR AR A AR
T - i) T . i)

w wv
LBO4 | LAO2 | 2.0759 | 0.5787 | 3.5875 | 0.0004 | *** | LB10 | LBO6 | 0.3287 | 0.5787 | 0.5680 | 0.5703 | ns
LB22 | LAO3 | 1.9566 | 0.5787 | 3.3814 | 0.0008 | *** | LA44 | LAO7 | 0.3276 | 0.5787 | 0.5662 | 0.5716 | ns
LA14 | LAO6 | 1.9063 | 0.5787 | 3.2944 | 0.0011 | ** | LBO6 | LA14 | 0.3258 | 0.5787 | 0.5630 | 0.5737 | ns
LB15 | LAOS | 1.8803 | 0.5787 | 3.2494 | 0.0012 | ** | LB33 | LA15 | 0.3226 | 0.5787 | 0.5576 | 0.5774 | ns
LB12 | LB11 | 1.8180 | 0.5787 | 3.1417 | 0.0018 | ** | LB11 | LA41 | 0.3218 | 0.5787 | 0.5562 | 0.5784 | ns
LBO6 | LAO3 | 1.7864 | 0.5787 | 3.0872 | 0.0021 | ** | LA15 | LAO2 | 0.3181 | 0.5787 | 0.5497 | 0.5828 | ns
LB15 | LAO4 | 1.7786 | 0.5787 | 3.0736 | 0.0022 | ** | LB12 | LB33 | 0.3180 | 0.5787 | 0.5495 | 0.5830 | ns
LB37 | LAO8 | 1.7682 | 0.5787 | 3.0557 | 0.0024 | ** | LBOS | LA13 | 0.3128 | 0.5787 | 0.5405 | 0.5891 | ns
LBO3 | LAO7 | 1.7569 | 0.5787 | 3.0362 | 0.0025 | ** | LAO6 | LAO5 | 0.3123 | 0.5787 | 0.5397 | 0.5897 | ns
LA41 | LAO8 | 1.6926 | 0.5787 | 2.9251 | 0.0036 | ** | LB13 | LA14 | 0.3105 | 0.5787 | 0.5365 | 0.5919 | ns
LA10 | LAO3 | 1.6320 | 0.5787 | 2.8204 | 0.0050 | ** | LB12 | LA44 | 0.3090 | 0.5787 | 0.5339 | 0.5937 | ns
LB15 | LAO9 | 1.6185 | 0.5787 | 2.7971 | 0.0054 | ** | LB11 | LA13 | 0.3045 | 0.5787 | 0.5262 | 0.5990 | ns
LB32 | LA15 | 1.6080 | 0.5787 | 2.7789 | 0.0057 | ** | LA13 | LA10 | 0.3024 | 0.5787 | 0.5226 | 0.6015 | ns
LBO3 | LA14 | 1.5796 | 0.5787 | 2.7297 | 0.0066 | ** | LB37 | LA41 | 0.3010 | 0.5787 | 0.5202 | 0.6032 | ns
LAOS | LAO7 | 1.5368 | 0.5787 | 2.6558 | 0.0082 | ** | LB37 | LA14 | 0.2935 | 0.5787 | 0.5071 | 0.6123 | ns




LB33 | LAO2 | 1.5275 | 0.5787 | 2.6398 | 0.0086 | ** LB11 | LAO1 | 0.2917 | 0.5787 | 0.5041 | 0.6144 | ns
LB10 | LB37 | 1.5228 | 0.5787 | 2.6317 | 0.0088 | ** LB15 | LB22 | 0.2910 | 0.5787 | 0.5029 | 0.6153 | ns
LB10 | LB32 | 1.4933 | 0.5787 | 2.5806 | 0.0102 | ** LB38 | LAO9 | 0.2851 | 0.5787 | 0.4927 | 0.6225 | ns
LB12 | LAO3 | 1.4796 | 0.5787 | 2.5570 | 0.0109 | ** LA44 | LAO9 | 0.2756 | 0.5787 | 0.4763 | 0.6341 | ns
LB32 | LAO8 | 1.4750 | 0.5787 | 2.5491 | 0.0111 | ** LB37 | LAO6 | 0.2724 | 0.5787 | 0.4708 | 0.6380 | ns
LBO4 | LAO3 | 1.4417 | 0.5787 | 2.4914 | 0.0131 | ** LA41 | LAO1 | 0.2685 | 0.5787 | 0.4640 | 0.6429 | ns
LAO5 | LAO2 | 1.4269 | 0.5787 | 2.4659 | 0.0141 | ** LB15 | LBO7 | 0.2654 | 0.5787 | 0.4587 | 0.6467 | ns
LBO6 | LAO2 | 1.4233 | 0.5787 | 2.4597 | 0.0143 | ** LA13 | LAO6 | 0.2641 | 0.5787 | 0.4564 | 0.6483 | ns
LA13 | LAO8 | 1.3978 | 0.5787 | 2.4157 | 0.0161 | ** LB32 | LA41 | 0.2611 | 0.5787 | 0.4513 | 0.6520 | ns
LA14 | LAO7 | 1.3956 | 0.5787 | 2.4119 | 0.0163 | ** LB11 | LA10 | 0.2451 | 0.5787 | 0.4236 | 0.6721 | ns
LA14 | LAO3 | 1.3778 | 0.5787 | 2.3810 | 0.0177 | ** LB12 | LA10 | 0.2408 | 0.5787 | 0.4162 | 0.6775 | ns
LB33 | LBO3 | 1.3617 | 0.5787 | 2.3532 | 0.0191 | ** LB38 | LB10 | 0.2370 | 0.5787 | 0.4096 | 0.6823 | ns
LA15 | LAO3 | 1.3595 | 0.5787 | 2.3494 | 0.0192 | ** LB10 | LAO8 | 0.2331 | 0.5787 | 0.4028 | 0.6873 | ns
LA14 | LA13 | 1.3523 | 0.5787 | 2.3369 | 0.0199 | ** LAO9 | LAO3 | 0.2296 | 0.5787 | 0.3968 | 0.6917 | ns
LB15 | LAO1 | 1.3435 | 0.5787 | 2.3218 | 0.0207 | ** LA10 | LAO9 | 0.2292 | 0.5787 | 0.3961 | 0.6922 | ns
LA15 | LAO8 | 1.3397 | 0.5787 | 2.3152 | 0.0211 | ** LB12 | LAO6 | 0.2292 | 0.5787 | 0.3960 | 0.6923 | ns
LB11 | LAO5 | 1.3297 | 0.5787 | 2.2980 | 0.0220 | ** LB13 | LBO4 | 0.2265 | 0.5787 | 0.3914 | 0.6957 | ns
LB12 | LA13 | 1.3230 | 0.5787 | 2.2863 | 0.0227 | ** LBO4 | LA13 | 0.2261 | 0.5787 | 0.3907 | 0.6962 | ns
LA13 | LAO9 | 1.3154 | 0.5787 | 2.2732 | 0.0235 | ** LAO7 | LAO6 | 0.2237 | 0.5787 | 0.3866 | 0.6992 | ns
LA10 | LAO7 | 1.3017 | 0.5787 | 2.2495 | 0.0250 | ** LB33 | LB32 | 0.2207 | 0.5787 | 0.3815 | 0.7030 | ns
LB15 | LAO7 | 1.3012 | 0.5787 | 2.2487 | 0.0250 | ** LB12 | LBO6 | 0.2184 | 0.5787 | 0.3774 | 0.7060 | ns
LA14 | LAO2 | 1.2871 | 0.5787 | 2.2242 | 0.0266 | ** LB32 | LBO5 | 0.2053 | 0.5787 | 0.3549 | 0.7229 | ns
LB12 | LAO8 | 1.2865 | 0.5787 | 2.2233 | 0.0267 | ** LB22 | LAO9 | 0.1972 | 0.5787 | 0.3408 | 0.7334 | ns
LA41 | LAO3 | 1.2823 | 0.5787 | 2.2160 | 0.0272 | ** LB11 | LBO3 | 0.1944 | 0.5787 | 0.3360 | 0.7370 | ns
LB13 | LBO7 | 1.2810 | 0.5787 | 2.2137 | 0.0274 | ** LB11 | LB32 | 0.1886 | 0.5787 | 0.3260 | 0.7446 | ns
LBO5 | LB37 | 1.2754 | 0.5787 | 2.2041 | 0.0280 | ** LB10 | LAO2 | 0.1879 | 0.5787 | 0.3246 | 0.7456 | ns
LA13 | LA44 | 1.2714 | 0.5787 | 2.1971 | 0.0285 | ** LA44 | LAO5 | 0.1866 | 0.5787 | 0.3225 | 0.7473 | ns
LA15 | LA10 | 1.2710 | 0.5787 | 2.1965 | 0.0286 | ** LB22 | LAO7 | 0.1843 | 0.5787 | 0.3184 | 0.7503 | ns
LAO9 | LAO4 | 1.2388 | 0.5787 | 2.1408 | 0.0328 | ** LBO6 | LAO5 | 0.1823 | 0.5787 | 0.3151 | 0.7529 | ns
LB33 | LAO4 | 1.2387 | 0.5787 | 2.1407 | 0.0329 | ** LB38 | LBO6 | 0.1808 | 0.5787 | 0.3124 | 0.7549 | ns
LB33 | LAO7 | 1.2338 | 0.5787 | 2.1322 | 0.0336 | ** LBO7 | LAO7 | 0.1703 | 0.5787 | 0.2943 | 0.7687 | ns
LB11 | LBO5 | 1.2332 | 0.5787 | 2.1312 | 0.0336 | ** LA14 | LA41 | 0.1702 | 0.5787 | 0.2942 | 0.7688 | ns
LA15 | LA44 | 1.2330 | 0.5787 | 2.1308 | 0.0337 | ** LB13 | LAO3 | 0.1663 | 0.5787 | 0.2874 | 0.7739 | ns
LB33 | LA44 | 1.2270 | 0.5787 | 2.1204 | 0.0345 | ** LB32 | LA10 | 0.1587 | 0.5787 | 0.2743 | 0.7840 | ns
LBOS | LAO2 | 1.2250 | 0.5787 | 2.1170 | 0.0348 | ** LBO5 | LA44 | 0.1513 | 0.5787 | 0.2615 | 0.7938 | ns
LA15 | LAO4 | 1.2179 | 0.5787 | 2.1047 | 0.0359 | ** LBO3 | LAO5 | 0.1440 | 0.5787 | 0.2489 | 0.8036 | ns
LB22 | LAO4 | 1.2133 | 0.5787 | 2.0968 | 0.0366 | ** LBO7 | LB37 | 0.1416 | 0.5787 | 0.2447 | 0.8068 | ns
LBO5 | LAO6 | 1.1956 | 0.5787 | 2.0662 | 0.0394 | ** LBO5 | LAO9 | 0.1387 | 0.5787 | 0.2397 | 0.8107 | ns
LB22 | LAO5 | 1.1869 | 0.5787 | 2.0512 | 0.0408 | ** LB38 | LA14 | 0.1342 | 0.5787 | 0.2319 | 0.8167 | ns
LA0O9 | LAO7 | 1.1865 | 0.5787 | 2.0505 | 0.0409 | ** LA41 | LAO5 | 0.1257 | 0.5787 | 0.2171 | 0.8282 | ns
LBO7 | LAO1 | 1.1686 | 0.5787 | 2.0194 | 0.0441 | ** LBO3 | LAO1 | 0.1180 | 0.5787 | 0.2040 | 0.8385 | ns
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LB32 | LAO9 | 1.1437 | 0.5787 | 1.9765 | 0.0487 | ** | LB0O3 | LA13 | 0.1145 | 0.5787 | 0.1979 | 0.8432 | ns
LA10 | LAO6 | 1.1431 | 0.5787 | 1.9754 | 0.0489 | ** | LB12 | LB32 | 0.1136 | 0.5787 | 0.1964 | 0.8444 | ns
LBO6 | LB37 | 1.1401 | 0.5787 | 1.9703 | 0.0494 | ** | LB22 | LAO6 | 0.1068 | 0.5787 | 0.1846 | 0.8536 | ns
LB15 | LAO6 | 1.1268 | 0.5787 | 1.9473 | 0.0521 | ns | LA13 | LA02 | 0.1027 | 0.5787 | 0.1775 | 0.8592 | ns
LB38 | LAO3 | 1.1260 | 0.5787 | 1.9458 | 0.0523 | ns | LB13 | LA44 | 0.0979 | 0.5787 | 0.1691 | 0.8658 | ns
LB11 | LBO6 | 1.1255 | 0.5787 | 1.9450 | 0.0524 | ns | LB15 | LA44 | 0.0952 | 0.5787 | 0.1645 | 0.8694 | ns
LB12 | LBOS | 1.1227 | 0.5787 | 1.9401 | 0.0530 | ns | LAO2 | LAO1 | 0.0899 | 0.5787 | 0.1554 | 0.8766 | ns
LBO4 | LA15 | 1.1144 | 0.5787 | 1.9259 | 0.0548 | ns | LB33 | LAO8 | 0.0888 | 0.5787 | 0.1535 | 0.8781 | ns
LB15 | LB10 | 1.1117 | 0.5787 | 1.9211 | 0.0554 | ns | LBOS | LA41 | 0.0789 | 0.5787 | 0.1364 | 0.8916 | ns
LB32 | LAO6 | 1.1026 | 0.5787 | 1.9054 | 0.0574 | ns | LA13 | LAO7 | 0.0774 | 0.5787 | 0.1337 | 0.8937 | ns
LA13 | LAO1 | 1.0958 | 0.5787 | 1.8937 | 0.0589 | ns | LB13 | LB37 | 0.0753 | 0.5787 | 0.1302 | 0.8965 | ns
LB10 | LBOS | 1.0855 | 0.5787 | 1.8758 | 0.0613 | ns | LB10 | LA15 | 0.0694 | 0.5787 | 0.1200 | 0.9046 | ns
LBO7 | LBO6 | 1.0798 | 0.5787 | 1.8660 | 0.0627 | ns | LBOS | LAO8 | 0.0656 | 0.5787 | 0.1134 | 0.9098 | ns
LB13 | LAO7 | 1.0751 | 0.5787 | 1.8580 | 0.0639 | ns | LB13 | LAO6 | 0.0619 | 0.5787 | 0.1070 | 0.9148 | ns
LB12 | LBO4 | 1.0706 | 0.5787 | 1.8502 | 0.0650 | ns | LAOS | LAO1 | 0.0434 | 0.5787 | 0.0750 | 0.9402 | ns
LB32 | LB37 | 1.0660 | 0.5787 | 1.8422 | 0.0661 | ns | LB32 | LBO4 | 0.0420 | 0.5787 | 0.0725 | 0.9422 | ns
LB22 | LAO8 | 1.0633 | 0.5787 | 1.8375 | 0.0668 | ns | LB11 | LB10 | 0.0322 | 0.5787 | 0.0557 | 0.9556 | ns
LA41 | LAO6 | 1.0631 | 0.5787 | 1.8371 | 0.0669 | ns | LBO4 | LB37 | 0.0213 | 0.5787 | 0.0368 | 0.9707 | ns
LB38 | LAO4 | 1.0494 | 0.5787 | 1.8136 | 0.0704 | ns | LB10 | LBO4 | 0.0153 | 0.5787 | 0.0265 | 0.9789 | ns
LB11 | LAO8 | 1.0346 | 0.5787 | 1.7879 | 0.0745 | ns | LB37 | LAO7 | 0.0135 | 0.5787 | 0.0233 | 0.9814 | ns
LB11 | LA44 |1.0321 | 0.5787 | 1.7836 | 0.0752 | ns | LB22 | LA41 | 0.0135 | 0.5787 | 0.0233 | 0.9814 | ns
LB15 | LB11 | 1.0163 | 0.5787 | 1.7563 | 0.0797 | ns | LBO3 | LB37 | 0.0093 | 0.5787 | 0.0161 | 0.9871 | ns
LBO7 | LA10 | 1.0148 | 0.5787 | 1.7538 | 0.0802 | ns | LAO7 | LAO5 | 0.0004 | 0.5787 | 0.0007 | 0.9995 | ns
LBO7 | LAO2 | 1.0143 | 0.5787 | 1.7528 | 0.0803 | ns | LB38 | LB32 |-0.0128 | 0.5787 |-0.0221 | 0.9824 | ns
LBO5 | LAO3 | 1.0085 | 0.5787 | 1.7428 | 0.0821 | ns | LB10 | LB22 |-0.0129 | 0.5787 |-0.0223 | 0.9822 | ns
LB15 | LBO4 | 1.0076 | 0.5787 | 1.7413 | 0.0823 | ns | LBO3 | LA15 |-0.0143 | 0.5787 | -0.0248 | 0.9803 | ns
LB32 | LBO7 | 0.9858 | 0.5787 | 1.7036 | 0.0892 | ns | LAO9 | LAO5 | -0.0274 | 0.5787 | -0.0474 | 0.9622 | ns
LB33 | LAO9 | 0.9805 | 0.5787 | 1.6945 | 0.0909 | ns | LB13 | LA10 |-0.0300 | 0.5787 |-0.0519 | 0.9587 | ns
LB13 | LB10 | 0.9793 | 0.5787 | 1.6924 | 0.0913 | ns | LB10 | LB33 |-0.0338 | 0.5787 | -0.0585 | 0.9534 | ns
LBO6 | LA41 | 0.9767 | 0.5787 | 1.6878 | 0.0922 | ns | LB13 | LA41 | -0.0365 | 0.5787 | -0.0630 | 0.9498 | ns
LA10 | LAO4 | 0.9761 | 0.5787 | 1.6868 | 0.0924 | ns | LBO7 | LA15 |-0.0392 | 0.5787 | -0.0677 | 0.9461 | ns
LB15 | LB13 | 0.9653 | 0.5787 | 1.6681 | 0.0960 | ns | LBO3 | LAO6 | -0.0411 | 0.5787 |-0.0710 | 0.9434 | ns
LB10 | LBO3 | 0.9426 | 0.5787 | 1.6289 | 0.1041 | ns | LB38 | LA10 | -0.0413 | 0.5787 |-0.0713 | 0.9432 | ns
LBO4 | LA14 | 0.9402 | 0.5787 | 1.6248 | 0.1049 | ns | LA44 | LAO3 |-0.0539 | 0.5787 |-0.0932 | 0.9258 | ns
LB38 | LA13 | 0.9325 | 0.5787 | 1.6115 | 0.1078 | ns | LB12 | LA14 | -0.0585 | 0.5787 |-0.1010 | 0.9196 | ns
LB10 | LAO1 | 0.9249 | 0.5787 | 1.5983 | 0.1107 | ns | LB12 | LA41 |-0.0597 | 0.5787 |-0.1031 | 0.9179 | ns
LBO7 | LAO3 | 0.9237 | 0.5787 | 1.5962 | 0.1112 | ns | LB22 | LA13 |-0.0613 | 0.5787 | -0.1059 | 0.9157 | ns
LBO4 | LAO4 | 0.9232 | 0.5787 | 1.5954 | 0.1114 | ns | LA10 | LAO2 | -0.0626 | 0.5787 | -0.1082 | 0.9139 | ns
LBO5 | LAO1 | 0.9148 | 0.5787 | 1.5810 | 0.1146 | ns | LB11 | LAO3 | -0.0637 | 0.5787 |-0.1101 | 0.9124 | ns
LB33 | LAO3 | 0.9113 | 0.5787 | 1.5749 | 0.1160 | ns | LBO4 | LAO1 | -0.0722 | 0.5787 | -0.1248 | 0.9008 | ns
LB37 | LAO3 | 0.9097 | 0.5787 | 1.5722 | 0.1166 | ns | LB11 | LAO4 | -0.0741 | 0.5787 |-0.1280 | 0.8982 | ns




LBO5 | LAO4 | 0.9053 | 0.5787 | 1.5644 | 0.1184 | ns LA15 | LA41 | -0.0765 | 0.5787 | -0.1323 | 0.8948 | ns
LB12 | LAO4 | 0.9041 | 0.5787 | 1.5625 | 0.1189 | ns LB37 | LA44 | -0.0828 | 0.5787 | -0.1431 | 0.8862 | ns
LB11 | LAO2 | 0.8999 | 0.5787 | 1.5551 | 0.1206 | ns LB32 | LB22 | -0.0850 | 0.5787 | -0.1468 | 0.8833 | ns
LB38 | LB11 | 0.8891 | 0.5787 | 1.5366 | 0.1251 | ns LB12 | LB10 | -0.0865 | 0.5787 | -0.1496 | 0.8812 | ns
LBO5 | LA14 | 0.8859 | 0.5787 | 1.5309 | 0.1265 | ns LB22 | LA10 | -0.0937 | 0.5787 | -0.1619 | 0.8715 | ns
LB13 | LB33 | 0.8800 | 0.5787 | 1.5208 | 0.1290 | ns LB10 | LA10 | -0.0976 | 0.5787 | -0.1687 | 0.8661 | ns
LBO7 | LBO5 | 0.8783 | 0.5787 | 1.5179 | 0.1298 | ns LB38 | LAO2 | -0.1005 | 0.5787 | -0.1737 | 0.8621 | ns
LBO6 | LB22 | 0.8781 | 0.5787 | 1.5175 | 0.1299 | ns LB33 | LAO6 |-0.1183 | 0.5787 | -0.2044 | 0.8381 | ns
LBO7 | LAO6 | 0.8647 | 0.5787 | 1.4943 | 0.1358 | ns LAO4 | LAO1 | -0.1264 | 0.5787 | -0.2184 | 0.8272 | ns
LB33 | LBO6 | 0.8628 | 0.5787 | 1.4911 | 0.1367 | ns LB13 | LBO6 | -0.1270 | 0.5787 | -0.2195 | 0.8263 | ns
LA10 | LAO5 | 0.8624 | 0.5787 | 1.4903 | 0.1369 | ns LB11 | LA14 | -0.1449 | 0.5787 | -0.2504 | 0.8024 | ns
LB33 | LBO4 | 0.8615 | 0.5787 | 1.4889 | 0.1372 | ns LB15 | LA15 | -0.1592 | 0.5787 | -0.2752 | 0.7833 | ns
LB10 | LAO6 | 0.8581 | 0.5787 | 1.4830 | 0.1388 | ns LB33 | LA41 | -0.1618 | 0.5787 | -0.2796 | 0.7799 | ns
LAO8 | LAO5 | 0.8570 | 0.5787 | 1.4810 | 0.1393 | ns LA13 | LA41 | -0.1658 | 0.5787 | -0.2865 | 0.7747 | ns
LBO6 | LA15 | 0.8500 | 0.5787 | 1.4689 | 0.1426 | ns LB37 | LA10 | -0.1669 | 0.5787 | -0.2884 | 0.7731 | ns
LB37 | LAO4 | 0.8491 | 0.5787 | 1.4673 | 0.1430 | ns LA15 | LA13 | -0.1859 | 0.5787 | -0.3213 | 0.7481 | ns
LBO4 | LBO3 | 0.8430 | 0.5787 | 1.4568 | 0.1459 | ns LB13 | LB12 | -0.1896 | 0.5787 | -0.3276 | 0.7434 | ns
LBO3 | LA44 | 0.8398 | 0.5787 | 1.4513 | 0.1474 | ns LB11 | LA15 | -0.1989 | 0.5787 | -0.3438 | 0.7312 | ns
LB15 | LB32 | 0.8329 | 0.5787 | 1.4393 | 0.1508 | ns LB33 | LAO1 | -0.2057 | 0.5787 | -0.3555 | 0.7224 | ns
LBO3 | LAO4 | 0.8288 | 0.5787 | 1.4323 | 0.1528 | ns LB15 | LB38 | -0.2104 | 0.5787 | -0.3637 | 0.7163 | ns
LB15 | LBO3 | 0.8254 | 0.5787 | 1.4265 | 0.1544 | ns LB38 | LA15 |-0.2130 | 0.5787 | -0.3681 | 0.7130 | ns
LA10 | LAO1 | 0.8124 | 0.5787 | 1.4040 | 0.1610 | ns LB32 | LAO7 |-0.2160 | 0.5787 | -0.3733 | 0.7091 | ns
LBO6 | LAO7 | 0.8112 | 0.5787 | 1.4019 | 0.1617 | ns LB10 | LA14 | -0.2181 | 0.5787 | -0.3770 | 0.7064 | ns
LA13 | LAO5 | 0.8062 | 0.5787 | 1.3933 | 0.1642 | ns LAO5 | LAO4 | -0.2330 | 0.5787 | -0.4026 | 0.6874 | ns
LBO4 | LAO8 | 0.8023 | 0.5787 | 1.3866 | 0.1663 | ns LB11 | LB33 |-0.2390 | 0.5787 | -0.4130 | 0.6798 | ns
LBO4 | LA41 | 0.7965 | 0.5787 | 1.3765 | 0.1694 | ns LBO6 | LAO9 | -0.2459 | 0.5787 | -0.4249 | 0.6711 | ns
LAO8 | LAO6 | 0.7934 | 0.5787 | 1.3712 | 0.1710 | ns LB38 | LAO6 | -0.2480 | 0.5787 | -0.4286 | 0.6684 | ns
LB38 | LB33 | 0.7909 | 0.5787 | 1.3668 | 0.1724 | ns LB10 | LA41 | -0.2491 | 0.5787 | -0.4306 | 0.6670 | ns
LA41 | LAO9 | 0.7742 | 0.5787 | 1.3380 | 0.1816 | ns LB11 | LB22 | -0.2660 | 0.5787 | -0.4596 | 0.6460 | ns
LA41 | LAO4 | 0.7721 | 0.5787 | 1.3343 | 0.1828 | ns LB38 | LBO4 | -0.2910 | 0.5787 | -0.5029 | 0.6153 | ns
LA14 | LAO8 | 0.7711 | 0.5787 | 1.3327 | 0.1833 | ns LA44 | LA10 | -0.3086 | 0.5787 | -0.5333 | 0.5941 | ns
LBO4 | LB22 | 0.7706 | 0.5787 | 1.3318 | 0.1836 | ns LBO6 | LA13 | -0.3094 | 0.5787 | -0.5347 | 0.5931 | ns
LB10 | LAO3 | 0.7698 | 0.5787 | 1.3303 | 0.1841 | ns LB13 | LAO9 | -0.3184 | 0.5787 | -0.5503 | 0.5824 | ns
LB10 | LAO5 | 0.7644 | 0.5787 | 1.3211 | 0.1872 | ns LB12 | LB37 | -0.3194 | 0.5787 | -0.5521 | 0.5812 | ns
LAO9 | LAO2 | 0.7635 | 0.5787 | 1.3194 | 0.1877 | ns LAO5 | LAO3 | -0.3257 | 0.5787 | -0.5629 | 0.5738 | ns
LA44 | LAO8 | 0.7613 | 0.5787 | 1.3157 | 0.1890 | ns LB11 | LAO7 | -0.3483 | 0.5787 | -0.6020 | 0.5475 | ns
LB32 | LAO4 | 0.7553 | 0.5787 | 1.3053 | 0.1925 | ns LB22 | LA44 | -0.3491 | 0.5787 | -0.6032 | 0.5467 | ns
LBO6 | LAO6 | 0.7472 | 0.5787 | 1.2913 | 0.1973 | ns LB33 | LBO5 |-0.3539 | 0.5787 | -0.6115 | 0.5412 | ns
LB37 | LAO5 | 0.7453 | 0.5787 | 1.2881 | 0.1984 | ns LB12 | LAO5 | -0.4082 | 0.5787 | -0.7055 | 0.4809 | ns
LB13 | LB11 | 0.7418 | 0.5787 | 1.2820 | 0.2005 | ns LB32 | LAO3 | -0.4109 | 0.5787 | -0.7101 | 0.4780 | ns
LB38 | LAO8 | 0.7240 | 0.5787 | 1.2512 | 0.2115 | ns LA15 | LAO6 | -0.4190 | 0.5787 | -0.7241 | 0.4694 | ns




Capitulo 103

LBO5 | LA15 | 0.7232 | 0.5787 | 1.2498 | 0.2120 | ns | LB13 | LAO5 | -0.4286 | 0.5787 | -0.7406 | 0.4593 | ns
LBO5 | LAO7 | 0.7120 | 0.5787 | 1.2305 | 0.2192 | ns | LA15 | LAO1 | -0.4540 | 0.5787 | -0.7845 | 0.4331 | ns
LBO4 | LAO9 | 0.7113 | 0.5787 | 1.2292 | 0.2197 | ns | LBO7 | LBO3 | -0.4547 | 0.5787 | -0.7858 | 0.4324 | ns
LBO7 | LA13 | 0.7097 | 0.5787 | 1.2265 | 0.2207 | ns | LA15 | LAO7 | -0.4563 | 0.5787 | -0.7886 | 0.4308 | ns
LB38 | LBOS | 0.7076 | 0.5787 | 1.2228 | 0.2221 | ns | LB10 | LA13 | -0.4605 | 0.5787 |-0.7959 | 0.4266 | ns
LA13 | LAO3 | 0.7057 | 0.5787 | 1.2196 | 0.2233 | ns | LBO4 | LAO5 | -0.4777 | 0.5787 | -0.8255 | 0.4095 | ns
LB15 | LAO2 | 0.6967 | 0.5787 | 1.2040 | 0.2292 | ns | LB13 | LAO8 | -0.4813 | 0.5787 |-0.8317 | 0.4060 | ns
LB22 | LAO1 | 0.6922 | 0.5787 | 1.1962 | 0.2323 | ns | LB32 | LBO6 | -0.4959 | 0.5787 | -0.8570 | 0.3919 | ns
LB32 | LAO2 | 0.6907 | 0.5787 | 1.1937 | 0.2332 | ns | LBO6 | LA10 | -0.5020 | 0.5787 | -0.8676 | 0.3861 | ns
LBO7 | LAO8 | 0.6869 | 0.5787 | 1.1870 | 0.2359 | ns | LB38 | LB12 | -0.5081 | 0.5787 | -0.8780 | 0.3804 | ns
LB12 | LAO7 | 0.6769 | 0.5787 | 1.1698 | 0.2427 | ns | LAO6 | LAO1 | -0.5129 | 0.5787 | -0.8864 | 0.3759 | ns
LBO7 | LB22 | 0.6742 | 0.5787 | 1.1651 | 0.2446 | ns | LB15 | LAO5 | -0.5210 | 0.5787 |-0.9005 | 0.3684 | ns
LB10 | LAO4 | 0.6738 | 0.5787 | 1.1644 | 0.2449 | ns | LB38 | LAO1 |-0.5352 | 0.5787 | -0.9249 | 0.3555 | ns
LB37 | LAO1 | 0.6728 | 0.5787 | 1.1628 | 0.2456 | ns | LB11 | LB37 | -0.5637 | 0.5787 |-0.9742 | 0.3305 | ns
LB12 | LB22 | 0.6610 | 0.5787 | 1.1423 | 0.2540 | ns | LB15 | LB12 |-0.5727 | 0.5787 |-0.9897 | 0.3229 | ns
LA44 | LAO2 | 0.6595 | 0.5787 | 1.1398 | 0.2550 | ns | LAO6 | LAO2 | -0.5988 | 0.5787 |-1.0347 | 0.3014 | ns
LAO6 | LAO3 | 0.6496 | 0.5787 | 1.1226 | 0.2622 | ns | LB32 | LA14 | -0.6092 | 0.5787 |-1.0527 | 0.2930 | ns
LB15 | LAO3 | 0.6420 | 0.5787 | 1.1095 | 0.2678 | ns | LBOS | LAO5 | -0.6135 | 0.5787 |-1.0601 | 0.2897 | ns
LB37 | LA15 | 0.6386 | 0.5787 | 1.1036 | 0.2704 | ns | LB12 | LBO3 | -0.6335 | 0.5787 |-1.0948 | 0.2742 | ns
LB32 | LA44 |0.6278 | 0.5787 | 1.0849 | 0.2786 | ns | LB11 | LAO9 |-0.6509 | 0.5787 | -1.1249 | 0.2613 | ns
LB13 | LBO5 | 0.6251 | 0.5787 | 1.0802 | 0.2807 | ns | LB22 | LB37 |-0.6621 | 0.5787 | -1.1442 | 0.2532 | ns
LBO6 | LA44 | 0.6250 | 0.5787 | 1.0801 | 0.2807 | ns | LA14 | LAO9 | -0.6755 | 0.5787 |-1.1673 | 0.2437 | ns
LA15 | LAOS5 | 0.6233 | 0.5787 | 1.0772 | 0.2820 | ns | LAO8 | LAO1 | -0.7349 | 0.5787 |-1.2700 | 0.2048 | ns
LB38 | LAO7 | 0.6179 | 0.5787 | 1.0679 | 0.2862 | ns | LA14 | LAO5 | -0.7394 | 0.5787 |-1.2778 | 0.2020 | ns
LBO6 | LAO1 | 0.6159 | 0.5787 | 1.0643 | 0.2878 | ns | LB15 | LBOS | -0.7698 | 0.5787 |-1.3303 | 0.1841 | ns
LB33 | LAO5 | 0.6132 | 0.5787 | 1.0597 | 0.2899 | ns | LBO7 | LA14 | -0.7867 | 0.5787 |-1.3595 | 0.1747 | ns
LB37 | LA13 | 0.6117 | 0.5787 | 1.0572 | 0.2910 | ns | LB11 | LBO7 | -0.7956 | 0.5787 |-1.3749 | 0.1699 | ns
LB37 | LAO2 | 0.6055 | 0.5787 | 1.0463 | 0.2960 | ns | LB12 | LBO7 | -0.8193 | 0.5787 |-1.4158 | 0.1576 | ns
LB13 | LB32 | 0.6030 | 0.5787 | 1.0421 | 0.2980 | ns | LBO4 | LAO6 | -0.8246 | 0.5787 | -1.4251 | 0.1549 | ns
LB22 | LA15 | 0.5968 | 0.5787 | 1.0313 | 0.3029 | ns | LB10 | LA44 |-0.8272 | 0.5787 |-1.4296 | 0.1536 | ns
LBO3 | LAO3 | 0.5915 | 0.5787 | 1.0222 | 0.3072 | ns | LBO3 | LAO9 | -0.8285 | 0.5787 |-1.4319 | 0.1529 | ns
LB38 | LA44 | 0.5809 | 0.5787 | 1.0039 | 0.3160 | ns | LAO9 | LAO6 | -0.8400 | 0.5787 |-1.4517 | 0.1473 | ns
LAO9 | LAO8 | 0.5552 | 0.5787 | 0.9594 | 0.3379 | ns | LB33 | LA13 | -0.8600 | 0.5787 |-1.4863 | 0.1379 | ns
LB11 | LAO6 | 0.5533 | 0.5787 | 0.9562 | 0.3395 | ns | LB38 | LAO5 |-0.8794 | 0.5787 |-1.5198 | 0.1293 | ns
LB15 | LB33 | 0.5521 | 0.5787 | 0.9542 | 0.3405 | ns | LB33 | LA14 |-0.9163 | 0.5787 |-1.5836 | 0.1140 | ns
LBO7 | LAO9 | 0.5503 | 0.5787 | 0.9510 | 0.3421 | ns | LBO7 | LA44 |-0.9802 | 0.5787 |-1.6939 | 0.0910 | ns
LB22 | LAO2 | 0.5502 | 0.5787 | 0.9509 | 0.3422 | ns | LA15 | LAO9 | -0.9825 | 0.5787 |-1.6980 | 0.0902 | ns
LB10 | LBO7 | 0.5468 | 0.5787 | 0.9450 | 0.3452 | ns | LB22 | LA14 |-0.9907 | 0.5787 |-1.7121 | 0.0876 | ns
LA14 | LAO4 | 0.5425 | 0.5787 | 0.9375 | 0.3490 | ns | LBO3 | LA41 |-1.0556 | 0.5787 |-1.8242 | 0.0688 | ns
LA13 | LAO4 | 0.5411 | 0.5787 | 0.9352 | 0.3502 | ns | LA44 | LAO4 |-1.0981 | 0.5787 |-1.8977 | 0.0584 | ns
LB33 | LB37 | 0.5317 | 0.5787 | 0.9189 | 0.3587 | ns | LB12 | LAO9 |-1.1922 | 0.5787 |-2.0603 | 0.0400 | **




LB15 | LA10 | 0.5314 | 0.5787 | 0.9183 | 0.3590 | ns LB15 | LB37 |-1.2085 | 0.5787 | -2.0884 | 0.0373 | **
LB12 | LA15 | 0.5295 | 0.5787 | 0.9150 | 0.3607 | ns LB13 | LB22 |-1.2355| 0.5787 | -2.1352 | 0.0333 | **
LA14 | LAO1 | 0.5250 | 0.5787 | 0.9073 | 0.3648 | ns LBO5 | LA10 |-1.2599 | 0.5787 | -2.1773 | 0.0300 | **
LBO5 | LB22 | 0.5164 | 0.5787 | 0.8924 | 0.3727 | ns LAO7 | LAO4 |-1.3326 | 0.5787 | -2.3029 | 0.0218 | **
LA41 | LA10 | 0.5128 | 0.5787 | 0.8861 | 0.3760 | ns LB33 | LBO7 |-1.3566 | 0.5787 | -2.3443 | 0.0195 | **
LA15 | LA14 | 0.5084 | 0.5787 | 0.8786 | 0.3801 | ns LBO4 | LA10 |-1.4262 | 0.5787 | -2.4647 | 0.0141 | **
LBO4 | LAO7 | 0.5019 | 0.5787 | 0.8673 | 0.3863 | ns LB15 | LA14 |-1.5185| 0.5787 | -2.6243 | 0.0090 | **
LBO7 | LAO5 | 0.5003 | 0.5787 | 0.8647 | 0.3877 | ns LB32 | LBO3 |-1.5311| 0.5787 | -2.6460 | 0.0084 | **
LB37 | LAO9 | 0.4989 | 0.5787 | 0.8622 | 0.3891 | ns LB15 | LA41 |-1.5334 | 0.5787 | -2.6500 | 0.0083 | **
LB38 | LBO7 | 0.4935 | 0.5787 | 0.8529 | 0.3942 | ns LAO4 | LAO3 |-1.5693 | 0.5787 | -2.7119 | 0.0070 | **
LB11 | LBO4 | 0.4925 | 0.5787 | 0.8511 | 0.3952 | ns LB38 | LB37 |-1.5729 | 0.5787 | -2.7182 | 0.0068 | **
LB10 | LAO9 | 0.4825 | 0.5787 | 0.8339 | 0.4048 | ns LAO8 | LAO2 |-1.6933 | 0.5787 | -2.9263 | 0.0036 | **
LA44 | LAO1 | 0.4817 | 0.5787 | 0.8325 | 0.4056 | ns LBO6 | LBO4 |-1.8332| 0.5787 | -3.1680 | 0.0016 | **
LB38 | LB13 | 0.4809 | 0.5787 | 0.8311 | 0.4064 | ns LAO3 | LAO1 |-1.8476 | 0.5787 | -3.1930 | 0.0015 | **
LAO6 | LAO4 | 0.4782 | 0.5787 | 0.8264 | 0.4090 | ns LBO5 | LBO4 |-1.8667 | 0.5787 | -3.2260 | 0.0014 | **
LB38 | LBO3 | 0.4718 | 0.5787 | 0.8153 | 0.4154 | ns LAO3 | LAO2 |-1.9482 | 0.5787 | -3.3669 | 0.0008 | ***
LB13 | LA13 | 0.4664 | 0.5787 | 0.8060 | 0.4207 | ns LAO7 | LAO2 |-2.0065 | 0.5787 | -3.4675 | 0.0006 | ***
LBO7 | LA41 | 0.4652 | 0.5787 | 0.8039 | 0.4219 | ns LB15 | LA13 |-2.2126 | 0.5787 | -3.8236 | 0.0002 | ***
LB10 | LAO7 | 0.4627 | 0.5787 | 0.7996 | 0.4244 | ns LAO8 | LAO4 |-2.3899 | 0.5787 | -4.1301 | 0.0000 | ***
LA14 | LA44 | 0.4609 | 0.5787 | 0.7964 | 0.4262 | ns LAO4 | LAO2 |-2.7207 | 0.5787 | -4.7018 | 0.0000 | ***
LA41 | LAO2 | 0.4581 | 0.5787 | 0.7917 | 0.4289 | ns LBO6 | LBOS |-2.8637 | 0.5787 | -4.9490 | 0.0000 | ***
LBO6 | LBO3 | 0.4520 | 0.5787 | 0.7811 | 0.4351 | ns LAO7 | LAO3 |-2.8834 | 0.5787 | -4.9830 | 0.0000 | ***
LB13 | LA15 | 0.4510 | 0.5787 | 0.7793 | 0.4362 | ns LB38 | LB38 |-2.9238 | 0.5591 | -5.2297 | 0.0000 | ***
LBO6 | LAO4 | 0.4464 | 0.5787 | 0.7714 | 0.4409 | ns LAO5 | LAO5 |-3.2198 | 0.5591 | -5.7592 | 0.0000 | ***
LB32 | LAO1 | 0.4412 | 0.5787 | 0.7625 | 0.4462 | ns LAO8 | LAO3 |-3.5239 | 0.5787 | -6.0898 | 0.0000 | ***
LA44 | LAO6 | 0.4361 | 0.5787 | 0.7537 | 0.4515 | ns LAO1 | LAO1 |-3.7675| 0.5591 | -6.7388 | 0.0000 | ***
LBO7 | LAO4 | 0.4354 | 0.5787 | 0.7524 | 0.4522 | ns LA09 | LAQ9 |-3.8875| 0.5591 | -6.9534 | 0.0000 | ***
LBO3 | LA10 | 0.4341 | 0.5787 | 0.7502 | 0.4536 | ns LAO2 | LAO2 |-3.9949 | 0.5591 | -7.1456 | 0.0000 | ***
LB12 | LAO2 | 0.4335 | 0.5787 | 0.7492 | 0.4541 | ns LB13 | LB13 |-4.0211 | 0.5591 | -7.1923 | 0.0000 | ***
LB12 | LAO1 | 0.4285 | 0.5787 | 0.7405 | 0.4594 | ns LA41 | LA41 | -4.1061 | 0.5591 | -7.3444 | 0.0000 | ***
LB32 | LA13 | 0.4246 | 0.5787 | 0.7338 | 0.4635 | ns LB12 | LB12 | -4.1576 | 0.5591 | -7.4366 | 0.0000 | ***
LA41 | LAO7 | 0.4190 | 0.5787 | 0.7241 | 0.4694 | ns LAO3 | LAO3 | -4.1615| 0.5591 | -7.4435 | 0.0000 | ***
LA44 | LA41 | 0.4059 | 0.5787 | 0.7015 | 0.4834 | ns LA14 | LA14 | -4.2233 | 0.5591 | -7.5540 | 0.0000 | ***
LB15 | LBO6 | 0.3948 | 0.5787 | 0.6823 | 0.4954 | ns LAO4 | LAO4 | -4.2906 | 0.5591 | -7.6744 | 0.0000 | ***
LB38 | LA41 | 0.3913 | 0.5787 | 0.6762 | 0.4992 | ns LBO5 | LBO5 | -4.2966 | 0.5591 | -7.6851 | 0.0000 | ***
LBO4 | LA44 | 0.3906 | 0.5787 | 0.6749 | 0.5001 | ns LBO3 | LBO3 |-4.3351 | 0.5591 | -7.7540 | 0.0000 | ***
LA10 | LAO8 | 0.3877 | 0.5787 | 0.6699 | 0.5033 | ns LA10 | LA10 |-4.3753 | 0.5591 | -7.8260 | 0.0000 | ***
LB32 | LAO5 | 0.3832 | 0.5787 | 0.6622 | 0.5082 | ns LA44 | LA44 | -4.3881 | 0.5591 | -7.8489 | 0.0000 | ***
LB33 | LB22 | 0.3819 | 0.5787 | 0.6601 | 0.5096 | ns LBO4 | LBO4 | -4.4303 | 0.5591 | -7.9243 | 0.0000 | ***
LAO7 | LAO1 | 0.3793 | 0.5787 | 0.6555 | 0.5125 | ns LB22 | LB22 | -4.4504 | 0.5591 | -7.9604 | 0.0000 | ***
LBO7 | LBO4 | 0.3772 | 0.5787 | 0.6518 | 0.5149 | ns LAO7 | LAO7 |-4.5613 | 0.5591 | -8.1586 | 0.0000 | ***




Capitulo 105
LB38 | LB22 |0.3672 | 0.5787 | 0.6347 | 0.5260 | ns | LB37 | LB37 |-4.6937 | 0.5591 |-8.3955 | 0.0000 | ***
LAO9 | LAO1 | 0.3615 | 0.5787 | 0.6248 | 0.5324 | ns | LBO6 | LBO6 |-4.7158 | 0.5591 |-8.4349 | 0.0000 | ***
LBO6 | LAO8 | 0.3576 | 0.5787 | 0.6179 | 0.5370 | ns | LB15 | LB15 |-4.7853 | 0.5591 |-8.5593 | 0.0000 | ***
LB13 | LAO4 |0.3572 | 0.5787 | 0.6174 | 0.5373 | ns | LBO7 | LBO7 |-4.9978 | 0.5591 |-8.9394 | 0.0000 | ***
LBO3 | LB22 | 0.3554 | 0.5787 | 0.6142 | 0.5394 | ns | LB11 | LB11 |-5.1997 | 0.5591 |-9.3006 | 0.0000 | ***
LB13 | LAO1 |0.3541 | 0.5787 | 0.6119 | 0.5409 | ns | LA13 | LA13 |-5.2014 | 0.5591 |-9.3035 | 0.0000 | ***
LB13 | LAO2 | 0.3537 | 0.5787 | 0.6112 | 0.5414 | ns | LAO6 | LAO6 |-5.3930 | 0.5591 |-9.6462 | 0.0000 | ***
LBO5 | LBO3 | 0.3534 | 0.5787 | 0.6108 | 0.5417 | ns | LB33 | LB33 |-5.5029 | 0.5591 |-9.8429 | 0.0000 | ***
LB33 | LA10 |0.3461 | 0.5787 | 0.5982 | 0.5500 | ns | LB32 | LB32 |-5.7313 | 0.5591 |-10.251 | 0.0000 | ***
LBO3 | LAO8 | 0.3454 | 0.5787 | 0.5969 | 0.5509 | ns | LA15 | LA15 |-5.7878 | 0.5591 |-10.352 | 0.0000 | ***
LA14 | LA10 |0.3376 | 0.5787 | 0.5835 | 0.5599 | ns | LB10 | LB10 |-5.8679 | 0.5591 |-10.495 | 0.0000 | ***
LB13 | LBO3 | 0.3368 | 0.5787 | 0.5820 | 0.5609 | ns | LAO8 | LAO8 |-6.5405 | 0.5591 |-11.698 | 0.0000 | ***
LBO3 | LAO2 | 0.3306 | 0.5787 | 0.5712 | 0.5681 | ns
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