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Resumen

RESUMEN

El mapeo por asociacion (MA), fundamentado en el desequilibrio de ligamiento (DL), es una
estrategia complementaria al mapeo de loci cuantitativo (QTL) tradicional, que constituye una
herramienta poderosa para la identificacion de /oci asociados a caracteres de interés. El objetivo
de este trabajo de tesis fue realizar un analisis tendiente a implementar la estrategia de mapeo por
asociacion en trigo candeal de manera de complementar los estudios realizados por mapeo
biparental, identificando marcadores asociados a caracteres de color, peso hectolitrito (PH) y
peso de mil granos (PMG). Para ello se estudidé la diversidad nucleotidica y la estructura
poblacional a partir de marcadores de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados
(AFLPs) y se consideraron los caracteres de calidad y rendimiento mencionados en una
poblacion de trigo candeal constituida por 133 genotipos de distinta procedencia. Para el caracter
color del endosperma se determind el contenido de pigmentos carotenoides (CPC) y color
amarillo (CIE 1976 b*), color rojo (CIE a*) y luminosidad (CIE L*) de la sémola; se registrd
también el peso de mil granos (PMQG), el peso hectolitrico (PH) y el rendimiento de las parcelas
(Kg/Ha) durante la campana 2011/2012 en tres localidades de la Pcia de Buenos Aires, Pieres,
Cabildo y Barrow.

Se analizo el potencial del MA para identificar QTLs utilizando la estrategia de exploracion
amplia del genoma (GWAS). El color amarillo cuantificado por la extraccion de los pigmentos
con butanol saturado en agua y la medicion de la reflectancia de la luz CIE 1976 b* se evaluaron
en una coleccion de 133 variedades de diferentes origenes geograficos y fueron genotipadas con
seis combinaciones de AFLPs que produjeron 116 bandas polimoérficas y determinaron que el
germoplasma estudiado presenta un 35.8 % de variabilidad genética. La estructura de la
poblacién se evalué mediante la distancia genética y el enfoque basado en el modelo Bayesiano,
identificando seis subpoblaciones consistentes con el origen de las variedades y el pedigri. El
analisis de asociacion identificd asociaciones significativas entre los marcadores y los caracteres
evaluados, los marcadores que explicaron mayores porcentajes de la variacion en un caracter
fueron, P41M39 715 para el peso de los granos, P41M39 747 para el CIE a*, P41M43 390 para
el rendimiento, P41M31 767 para el contenido de pigmentos carotenoides y el color amarillo

CIE b* y el marcador P41M43 367 para CIE b*. Los resultados de este estudio indican que el

\Y%



Resumen

MA se puede utilizar para complementar las técnicas tradicionales de cartografia de QTL (mapeo

biparental), e identificar nuevos QTL para estudios posteriores.

Teniendo en cuenta los modelos lineales mixtos y los lineales generalizados, se seleccionaron
genotipos superiores utilizando los métodos REML/BLUP y correlaciones de Pearson, entre los
caracteres, encontrandose que para los caracteres de calidad relacionados con el color del grano
como el (CPC) y (CIE b*) evaluados en 133 genotipos indicaron que los materiales de trigo
candeal Amarillo, CBW 05082, Buck Topacio , Durobonus , Vivadur , Joyau, Exeldur , CBW
0105 , CBW 0225 , VF 0163 y Argeles fueron las variedades que se demostraron estabilidad
como genotipos superiores para las localidades de Pieres, Cabildo y Barrow. En relacion a los
caracteres de PMG y PH las variedades que se comportaron de manera estable en los tres
ambientes fueron ACA 1801F, Candeal Durumbuck, Buck Esmeralda, Taganrog Sel. BUCK,
Portorico, Catervo, Buck Cristal, CBW 0156, CBW 0230, CBW 0225, Tiziannia, Garic , Buck
Granate (B#26) y CBW 0153. Por consiguiente, se considera que estas variedades son genotipos
superiores y estas observaciones demuestran la posibilidad de encontrar dentro de estos

materiales alelos favorables para estos caracteres.

Dado que la enzima Zds participa en dos pasos criticos de la ruta biosintética de los carotenoides,
y también se ha asociado con QTLs en el grupo 2 de cromosomas de trigo pan se planteé como
objetivo caracterizar el gen Zds de trigo candeal y encontrar variantes alélicas y determinar si
estas podrian explicar la variacion fenotipica observada en la concentracion de pigmentos
amarillos entre las distintas variedades que constituyen la poblacion. Este trabajo de tesis
permitio determinar que el gen Zds presenta dos copias en el genoma A de candeal, que fueron
designadas como 7tZds-Al.a'y TtZds-Al.2. Las dos copias del gen del genoma A, 7TtZds-Al.la y
TtZds-A1.2 comparten una identidad del 98% para la regién analizada, lo cual sugiere una
relativa reciente duplicacion. 7tZds-Al.a tiene una variante alélica, denominada 7tZds-A1.b, la
cual se encontro asociada a variedades con elevados valores de CPC y CIEb*. La variante alélica
TtZds-Al.1b, identificada en las variedades BonINTACarilo, VF 0113, Amarillo, Gabbiano,
Joyau, Karur, Neodur, Garic y Exeldur se encuentra alta y significativamente relacionada
con la variaciéon del CPC y CIE b*. Se considera que las variedades que porten el alelo 7tZds-

Al.1b relacionado con mayor color, tienen mayor contenido de pigmentos carotenoides, lo cual
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permitio desarrollar un marcador especifico para este alelo, que constituirda una buena

herramienta para seleccionar variedades de alto color amarillo en trigo candeal.

Este trabajo de tesis constituye el primer antecedente de aplicacion de mapeo por asociacion en

trigo candeal en la Argentina.
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Abstract

ABSTRACT

Association mapping (MA), based on linkage disequilibrium, is a complementary strategy to the
traditional quantitative trait loci (QTL) mapping, which is a powerful tool for identify gene loci
associated with traits of interest. The aim of this thesis was to implement the strategy of MA in
durum wheat in order to complement the studies carried out at CERZOS by biparental mapping,
identifying markers associated with traits related with quality and yield in durum wheat, like
color, test weight (TW) and thousand grain weight (TGW). For this purpose the nucleotide
diversity and the population Structure were studied by using amplified length fragment
polymorphisms (AFLPs) and the quality and yield traits were measured in a durum wheat panel
composed of 133 genotypes of different geographic origin. For the trait endosperm color the
content of carotenoid pigments (CPC), yellow color (CIE 1976 b *), red color (CIE a *) and
luminosity (CIE L *) of the semolina were determined; TWG, TW and the yield of the plots (kg /
ha) were taken during the period 2011/2012 in three locations of the Buenos Aires province,

Pieres, Cabildo and Barrow.

The potential of MA to identify QTLs was analysed by using the genome-wide association
strategy (GWAS). The yellow color determined by the extraction of pigments with saturated
butanol in water and the measurement of light reflectance CIEb* were evaluated in the
association panel that was genotyped with six combinations of AFLPs. These six AFLPs primer
combinations produced 116 polymorphic bands showing a genetic variability of 35.8% in the
studied germplasm. The population Structure was assessed by using the genetic distance and the
Bayesian model based approaches, identifying six sub-populations and showing consistency with
varieties origin and pedigree. Association analysis identified significant associations between the
markers and the evaluated traits. The AFLP markers that explained the highest percentages of
variation by trait were P41M39 715 for grain weight, P41M39 747 for CIEa*, P41M43 390 for
yield, P41M31 767 for carotenoid pigment content and CIEb* yellow and P41M43 367 for
CIEb*. Although these markers are anonimous and should be mapped to establish the position in
the durum wheat genome, the results are promising, indicating that AM can be used to

complement traditional QTL mapping techniques and identify novel QTL for further studies.
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Considering the mixed linear and generalized linear models, superior genotypes were selected
using the REML / BLUP methods and Pearson's correlations considering the studied traits.
Related with color the superior genotypes for the three locations were Amarillo, CBW 05082,
Buck Topacio, Durobonus, Vivadur, Joyau), Exeldur , CBW 0105, CBW 0225, VF 0163 and
Argeles. Taken into account TWG and TW the varieties that behaved in a stable way in the three
environments were ACA 1801F, Candeal Durumbuck, Buck Emerald, Taganrog Sel. BUCK,
Portorico, Catervo, Buck Cristal, CBW 0156, CBW 0230, CBW 0225, Tiziannia, Garic, Buck
Garnet (B # 26) and CBW 0153. These varieties are therefore considered to be superior
genotypes and these observations demonstrate the possibility of finding within these materials

favorable alleles for these traits.

Inasmuch as Zds enzyme participates in two critical steps of the biosynthetic pathway of
carotenoids, and has also been associated with QTLs in the chromosomal group 2 of bread
wheat, our aim was to characterize the durum wheat Zds gene and to find allelic variants and to
determine if these variants could explain the observed phenotypic variation in the concentration
of yellow pigments among the different varieties included in the association panel. This thesis
work allowed to determine that the Zds gene presents two copies in the durum wheat genome A,
which were designated as 7tZds-Al.a and TtZds-A1.2. The two copies of the genome A, Ttds-
Al.la and TtZds-A1.2 share 98% identity for the region analyzed, suggesting a relatively recent
duplication event. Ttds-Al.a has another allelic variant, called 7tZds-A1.b, which was found
associated to varieties with high values of CPC and CIEb *. The allelic variant 7tZds-A1.1b,
identified in the varieties BonINTACarilo, VF 0113, Amarillo, Gabbiano, Joyau, Karur, Neodur,
Garic and Exeldur is highly and significantly related to the variation of CPC and CIEb*. It is
considered that varieties bearing the 7tZds-A1l.1b allele associated with higher color have a
higher content of carotenoid pigments, allowing the development of a specific marker to amplify

this allele that will be a good tool to high yellow varieties selection in durum wheat.

This thesis work constitutes the first antecedent of application of mapping by association in

durum wheat in Argentina.

IX



Indice

INDICE
PREFACIO reretetssssasssasassssnsssasassssesssssnsssssssssssnsnsasssssssssesensssasssssssenenes L
AGRADECIMIENTOS 11
FINANCIAMIENTO v
RESUMEN A
ABSTRACT VIII
1. INTRODUCCION. 1
| O ) @16 5 17/ TR 2
1.1.1 CENTRO DE ORIGEN Y FILOGENIA DEL TRIGO. «..eetuuetettueeeeeeeseeteeeeeeeeaeeeeeeaassesnaesesenaessesenessssnaesesens 2
1.1.2 BOTANICA, CULTIVO DE LA PLANTA Y TIPOS DE TRIGOS. ....uvviiivieeiteeeieeeeeieeeeneeeeneeeeneeesnveeenseeeennens 6

1.3.1 REGION SUDOESTE

1.3.2 ESTADO ACTUAL DEL CULTIVO EN LA ZONA SEMIARIDA BONAERENSE ......cccovvtiiiiiieeiiiieeeeineeennn 14
1.4 CONSUMO, PRODUCCION Y EXPORTACION .....ccuvtiiiiiuiiiiiiiiieeeeeiteeeesateeeesaaeeessaseessssasessssssseeessnneses
1.5. PRINCIPALES USOS DEL TRIGO CANDEAL EN EL MUNDO
1.6 CALIDAD DE LOS GRANOS DEL TRIGO CANDEAL ......ccooeiuuttiiieeeeeiiiireeeeeeeeeeeistereeeeeseesssssesereeessseennnns
1.6.1 JQUE ES CALIDAD? ....cutiitiitiitieitteeeteeeteeteeteesteesteeetaeessessseesseasssesssasssessseasssassesssesssessssesssesssesssesnns 16
1.6.2 CALIDAD DEL TRIGO CANDEAL. .....uuviiiiiieiieeeteeeeeeitreeeeeeteeeseeiseeeseesasesseessseeesessnesseensseessessreeseenneeees 16
1.6.3 CONTENIDO DE PIGMENTOS CAROTENOIDES (CPC). ...ccviiiieiieiieiieieciecieeie e 17
1.6.4 BIOSINTESIS DE PIGMENTOS CAROTENOIDES .......ccoutttiiittieeiiiieeeestteeeesateeessaseesssasesesssseeesssnnesess 18
1.6.5 DISTRIBUCION DE CAROTENOIDES EN EL GRANO. ....cuviiiiieiieeieiieeeeaeeeeeeeeeneeeeseeessesesnseeensesesneeans 20
1.6.6 VALOR NUTRICIONAL DE LOS PIGMENTOS CAROTENOIDES Y BIOFORTIFICACION............cccvveeunen.n. 21
1.7 CARACTERES ESTUDIADOS .....ociiiiiittteeiiieeeeeeiitteeeeeeeseessateeeeesesssssssssesssesssssssssssseseesssssmsssessesesssssnnnns 22
1.7.1 PESO HECTOLITRICO (PH) Y PESO DE MIL GRANOS (PMG).....ccoviiiiiiiiiiiiciiiereeteeieeeiee e e 23
1.7.2 COLOR AMARILLO DE LA HARINA .......cooituiiiiitreeeeeitreeeeeseeeeeeiseeeseeisseeseensneeeeensnesseensneeseessneeseenaneeeas 24
1.7.3 PERDIDA DEL COLOR POR DEGRADACION ENZIMATICA DE PIGMENTOS ......coooovviiiniireiieeenieeeenneens 26
1.7.4 ENZIMAS DE LA VIA DE BIOSINTESIS DE PIGMENTOS CAROTENOIDES ......cccovvuviriiiiiieeeiireeeesneeeeas 27
1.7.4.1 LA ENZIMA FITOENEO SINTASA Y SU RELACION CON EL COLOR AMARILLO DEL ENDOSPERMA
DEL GRANO DEL TRIGO CANDEAL ....coceiiiiiiitireeeeeeeeeeeeittreeeeeeeeeeeiaseeeeeeeeeenissreeeseeeeeesisnsereeeeeseeeninrrrreeaeees 27
1.7.4.2 (z)-CAROTENO DESATURASA Y SUS VARIANTES ALELICAS ASOCIADAS AL COLOR AMARILLO EN
EL ENDOSPERMA DEL GRANO DEL TRIGO CANDEAL ......cvvviiiiiiiiiieeeieeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeeesseennnseeeeeeeeeas 28
1.8 MARCADORES MOLECULARES .......uvvtiiiiiriieeeitreeeeeiteeeeeetreeseenseeeseeianesseessneeseessnesseensnseseessseesesnneees 29
1.9 IDENTIFICACION DE LOCI ASOCIADOS A CARACTERES CUANTITATIVOS (QTL) EN POBLACIONES
230N 25 N N )2 PP 31
1.10 MAPEO ASOCIATIVO ..c.couvvieeeeueeeeeeteeeeeeeteeeeeeteeeeeeteeeeeesaeeseeissesseesssesseensneeseessseeseessseeseessreeseennneeees
1.10.1 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO........cccuvtteeetreeeeetreeeeetreeeeeisneeseeisneeseensneesesssnessesnsneesssssseesesnnnees
1.10.2. ESTRATEGIAS UTILIZADAS EN EL MAPEO POR ASOCIACION
1.10.3 VARTACION ALELICA ... .uiiiouieeieie ettt eeteeeeteeeeaeeeeeteseeaeeesaesessesssaessesssesnsessnsesessessnsesessseesnsesesseesns
1.10.4 ESTRUCTURA DE LA POBLACION .....cccuviiiuiiiiteieiieeeeteeeeeee et e eaeeeeaeeeenteseeseeesnaeesaesesnaeesnsesesnaeeans
1.10.5 ESTRUCTURA DE LA POBLACION. {CON QUE METODOLOGIA IDENTIFICARLA? ......cc0ccvveevveennenne. 39
1.10.6 MAPEO ASOCIATIVO EN TRIGO CANDEAL ....uuvvviiiiiiiiitiiieieeeeeeeeeiiteeeeeeeeesssssaeseeeeessesssssesereeeesssssnns 41
1.11 CARACTERES A MAPEAR. ......coiuviiiiitrieeeeieeeeeeeteeeeeeeteeeseetaeeseeesaesseesaaeeseensneeseesaneeseessneeseessreeseenaneeees 41
HIPOTESIS Y OBJETIVOS 43
HIPOTESIS DE TRABATO ... cuviiiiitiieeeeiieeeeeateteeeateeessaasesssaaseesesassessasaassessstssessssassesssstssesssssssessssseeesssnsees 44



2.

e

OBJIETIVO GENERAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e ssasnsssnsssnsssnsnnnsnsnssnnsssnnnsnsnsnnnns 45
OBIJETIVOS PARTICULARES «...evvvtteieeeeeieeeeeteeeeeeeeeeaeeeeeeesesesssaseseessssssseassseseesssssssssseseessssssnsnsssseeesssssnnnns 45

MATERIALES Y METODOS 46

2. 1. MATERIAL VEGETAL ...cceiiiiitittiiieee oottt ee e e e e eeeaee et e e e e e e eesaaaaeeeeesesensastaeeeeeessesssaaasseeeeessaennarereeeeeenan 47
2.2 DISENO EXPERIMENTAL, SIEMBRA Y SEGUIMIENTO DE LOS ENSAYOS A CAMPO........ccccovevurvreeennnn. 47
2.3 ACONDICIONAMIENTO POS COSECHA DE LOS GRANOS ......uuuurrrieieeeeeeeiirreeeeeeeeeeeeiirreeeeeeeeeeeninnrreeaeeens 48
2.4 DETERMINACIONES FENOTIPICAS ....coivvtieiiitieeeeitteeeeeetitee et ee et eeseateeesssaasessesntaeesssnaseesssnnseesssnnees 48
2.4.1 PESO DE MIL GRANOS (PMG).....uuiiiiiiieiiieeieecs ettt stee et e siveesaee e veessvaeesaeesssaesnsneesaseaans 48
2.4.2 PESO HECTOLITRICO (PH) ...cviitiiiieiieiieie ettt ettt et v e teesaesse st esbesraessesseessessesssenseneas 48
2.4.3 PESO DE GRANOS POR PARCELA (PGP) ...cccviiiiiiiiiiicieceeiteeeste ettt 48
2.4.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PIGMENTOS CAROTENOIDES (CPC) ....c.coocviviiiiiiiieiieieen, 49
2.4.5 MEDICION DEL COLOR (L*A*B*) CON EL COLORIMETRO MINOLTA......c.ceoueueeteriinrenienienieeeeeeeneas 50
2.5 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS FENOTIPICOS PARA CARACTERES DE CALIDAD Y
RENDIMIENTO (CPC, CIEA*, CIEB*, CIE L* PMG, PH, PGP).....cccoooiiiiiiiiieeeeeeee e
2.6 DATOS GENOTIPICOS......ueiieteeeeteeeeeeeeeteeeetee e ettt e eeteeeetaeeeeaeeeeteeeeaeeeeteeeeseeeseeeessesenseseeseeeenseeenseeeeseeans
2.6.1 EXTRACCION DE ADN GENOMICO TOTAL ....ooouiieieiieiieeeeteeeeeeeeeeseeeesseeeaeeesssesensesesseeesnsessnsesesnseeens
2.6.2 CUANTIFICACION DEL ADN. ..ottt ettt et e et e enaeseteeeeaeeeenaeeeeneeesnaeeens
2.7 ANALISIS ESTADISTICOS UTILIZANDO UNA MATRIZ DE AFLPS
2.7.1 REGISTRO DE MARCADORES Y ANALISIS DATOS ......ceioueeieteeeinteeeeteeeeteeeeseeesseeesseseeseeessessnsesssnnesens
2.7.2 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD ALELICA .....ocoouviiiuiieiteeeeteeeeeeeeeeteeeeeseeeaeeesssesenseseesseeensessnsesesnseeens
2.7.3 ESTRUCTURA POBLACIONAL DEL GERMOPLASMA ........ooiiuttrieieeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeiaeeeeeeeesseennaneeeeeeeeeas
2.7.4 ANALISIS DE DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO .......ccouvtiiiiuiieeeiiaieeeeeiieeeeesnneeesessaeeesssssseesssssseesssnnees
2.8 MAPEO POR ASOCTACTON ......oiiuiiiiueieieteeeeteeeeseeeeeeeeeeseeeeaeeeeseeeesseseesssesnseeensessassessnseseesesesnsesensesessaeeens
2.9 ANALISIS DEL GEN ZDS ...ttt oottt e ettt e ettt e s ettt e s saaa e e s sataeessentaeesssntaeessanaees
2.9.1 DISENO DE CEBADORES .....uutuiiiiiiiiiiiitteeeeieeeeeiiiiteeeeeeeseeessstsesesesssssssssssesessssseessssssssessssmmmssssseesesses
2.9.2 AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN ZDS .....uuoiiouiiieiieeeieeeeeeeeeeeeeteeeeaeeeeaeeeeneessnaessenesssnsessssesesaeeens
2.9.3 VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.........ccovuiiiuieeieeeeeeeenieeeeeeeeaeeeeeeeenaeeens
2.9.4 CLONADO DE LOS FRAGMENTOS
2.9.5 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION DE E. COLI POR CHOQUE
TERMICO ...veuveeteeeteeeteeeteeeeeeeaeeeteeeteeeteeeaeeeseeseeeteeeseeeseeesseeaseenseeeseeeseseseesaseeaseenseesseaseeeseeeseeenseenseenseenseens
2.9.6 SECUENCIACION.......cooiuiiietteeeeteeeeeeeeeteeeetee e ettt e eeaeeeetaeeeaeeeeteeeeseeeeseeeeaseeeseeeesseseseseeseeeenseeenseeeeseeans
2.9.7 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS ......uvviiitieeetieeeteeeereeeeteeeereeeeteeeeseeeeeseeeeseeesiseeens
2.10 GENOTIPIFICACION DE LA POBLACION PARA EL GEN ZDS

RESULTADOS 64

3.1 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS FENOTIPICOS PARA CARACTERES DE CALIDAD Y
RENDIMIENTO (CPC, CIEA*, CIEB, CIE *L PMG, PH, PGP) ....ccooiiiviieiieieteeceeeee e 65
3.1.1 CONDICIONES AMBIENTALES DE LAS TRES LOCALIDADES. ....uuiiiiieieieeeeeeeeseeeeeeeeeeeee s ennns 65
3.2 CARACTERES INVESTIGADOS. .....coiiittteteieeeeeeeitteeeeeeeeeeeeaaeeeeeeeessesssasseeseeessssssssaseseeesssssssrsseesesssnsnnnes
3.3 ANALISIS DE LA VARIANZA INDIVIDUAL Y CONJUNTA

A, PIMG, PH,y PGP .ottt ettt ettt s ettt e s ettt e s s enta e e s ssntaeessanaees 73
3.5 PARAMETROS GENETICOS ....ceiiiutiiiiiietieeeetteeeeetteeessstteeessasesssssussessastssessssasseessassssssssssessasasesessssseees 77
3.5.1 ESTIMACION DE PARAMETROS GENETICOS .....uveiiviieiteieeteeeeteeeeeeeeeteseeseeesseeessesessessnsesssssessnsesennes 77
3.5.1.1 GENOTIPOS SUPERIORES PARA LOS CARACTERES EVALUADOS EN LAS LOCALIDADES DE PIERES,
CABILDO Y BARROW. ...ooiiiiiiiiiiieie ettt ettt e e e e ee et e e e e e s e aaaa et eeeesesenaaaeeeeeesseenssesreeseessennnnes 82
3.6 VARIABILIDAD GENETICA OBTENIDA A PARTIR DE MARCADORES AFLP.....ccooooviiiieiieieeeiieeeeeene. 84
3.7 ESTRUCTURA Y RELACIONES GENETICAS DE 118 VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL ................. 88



3.7.1 ANALISIS DE LAS RELACIONES GENETICAS A PARTIR DE LA DISTANCIA GENETICA BINARIA......... 88
3.7.2 ANALISIS DE LA VARIANZA MOLECULAR (AMOVA) ....ocuiiiiiiiieieeteeeesie ettt eae st esnene s 91
3.7.3 ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES .......cciouiiiittieitieiiteeeeeeeentesesseeesnseeessesessessnsessssssssnsesennes 92
3.8 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA POBLACIONAL......cciituttiiiiiiieeiiieeeeesteeeeesaseeessaseessssseessssasesessnnseses 93
3.8.1 NUCLEOS DE POBLACION Y SUBESTRUCTURACION .....ccuviiiiiiiiieiiiiieeeiiieeeeeieeeeesaveeessaveeessnnseeees 93
3.8.2 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO.......ccccoiuviieeiiuieeeeeitreeeeeiseeeseeiseeeseessseeseensnesseesssssseessnseseessseeseenneess 98
3.9 MAPEO ASOCIATIVO ....oiiiutiieieeeeeeeeeiteeeeeeeeeeeeeaaaeeeseeeeeeessaaaeseeeeessaassasaeeeeeeessasnsssaeseeessssnnsnrreaereeeeen 102
3.10 (2)-CAROTENO DESATURASA: UN INTERESANTE GEN CANDIDATO QUE AFECTA EL COLOR
AMARILLO DEL ENDOSPERMA DEL GRANO DEL TRIGO CANDEAL. .....ccoeeeiiiiiiiireeeeeeeeeeecirreeeeeeeeenenenneess 107
3.10.1 VARIANTES ALELICAS OBTENIDAS CON LO CEBADORES ZDS3F/3R .....ooiviiiiiiiciieceeceeeeen 108
3.10.2 POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS EN LA REGION ALELICA ENMARCADA POR LOS CEBADORES
7ZDS-3F/3R DEL GEN ZDS EN LOS GENOMAS A Y B DE OCHO VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL.......... 113
3.10.3 VARIANTES ALELICAS OBTENIDAS CON LO CEBADORES ZDS 4F/5R. ....cooviiiiiiiiieceeeeeeene 114

3.10.5 ASOCIACION ENTRE LAS VARIANTES ALELICAS DEL GEN ZDS DEL GENOMA A, EL CONTENIDO DE
PIGMENTOS CAROTENOIDES Y EL COLOR AMARILLO CIE B* DE LA SEMOLA INTEGRAL DEL TRIGO

CANDEAL.....oooiiitiieeeetee e e eeeee e e eeae e e e eetee e e ee e e e eetaeeeeeetaeeeeenareeeeerareeeeensreeeeenareeeeeareeeeensreeeeansreeeeensreeeennres 119
4. DISCUSION DE RESULTADOS 124
4.1 EL CPC DE LA SEMOLA INTEGRAL ESTA DETERMINADO PRINCIPALMENTE POR FACTORES
GENETICOS PERO TAMBIEN SE VE AFECTADO POR EL AMBIENTE .........cccoiiuieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 125
4.2 CIEL* Y PGP SE DETERMINAN PRINCIPALMENTE POR EL AMBIENTE..........coovevuuiiieeeeeiiienneeeeeeeens 128
4.3 PESO HECTOLITRICO, EL PARAMETRO QUE MEJOR CONOCE EL PRODUCTOR, DETERMINADO POR UN
SIGNIFICATIVO COMPONENTE GENETICO .....cooouviiiiiuteieieitieeeeeetieeeeeiaaeeesessaeeessssaeesssssssesssssssessssssseesssnnens 131
4.4 CIE A*, UN CARACTER POCO ESTUDIADO Y CON ALTO EFECTO GENETICO ........cccvevvuvreeeeeeenerennnn. 132
4.5 VARIABILIDAD GENETICA OBTENIDA A PARTIR DE MARCADORES AFLPS......coooovviiiiiiiiiiiieeen, 132
4.6 RELACIONES GENETICAS Y ESTRUCTURA POBLACIONAL .....oeiiviiiiiiiiiieeeeiteeeeeiree e eivee e s e e 136
VRN (€1 \7:X01 (6) N 10123 07N (0] 7-N SRRSO 138
4.8 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO. .....ccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 139
4.9 CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO ASOCIADOS CON MARCADORES AFLP ..........couoee..... 142
4.10 (Z)-CAROTENO DESATURASA ......eerttertierreereateeteesseesseesssesssessseesseesseessaessessssesssessseessessseesseessssssses 147
5. CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS. 150
LITERATURA CONSULTADA 156
TABLAS SUPLEMENTARIAS 170

XII



Indice de tablas

Indice de Tablas

TABLA 1 CONSUMO DE PASTAS EN EL MUNDO FUENTE: [PO ANNUAL SURVEY ON WORLD PASTA INDUSTRY (2014). 15

TABLA 2. TIPO DE MARCADORES MOLECULARES FRECUENTEMENTE UTILIZADOS EN VEGETALES. .......ccovveeviieiiieeennen. 30

TABLA 3. SECUENCIAS DE CEBADORES AFLP PST+3 Y MSE+3 UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE 118 GENOTIPOS DE
TRIGO CANDEAL DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS. .....ccvviiiteeetieeetieeeteeeeteeeeteeeeteeeeaeeeeveeeeaeeaeveeeeseseeseeeseean 53

TABLA 4. SECUENCIA, TEMPERATURAS ESPECIFICAS DE ANILLAMIENTO DE CADA CEBADOR (TM) Y NUMERO DE PB
AMPLIFICADAS CON CADA COMBINACION DE CEBADOR. .......cccuviiitieeiteeeeteeeeteeeeteeeeseeeeseeeeseseeseesesesaeseeeesesanseeensenas 60

TABLA 5. ESTIMACIONES DE LA VARIANZA PARA LOS EFECTOS ALEATORIOS Y VALORES F PARA EL EFECTO F1JO
(AMB) DEL ANALISIS DE LA VARIANZA (ANOV A) PARA LOS CARACTERES: PESO DE GRANOS POR PARCELA
(PGP), CONTENIDO DE PIGMENTO AMARILLO (CPC), COLOR AMARILLO (CIE B*), PESO DE MIL GRANOS (PMG),
PESO HECTOLITRITO (PH), BRILLO (CIE L) Y COLOR ROJO (CIE A*). LOS DATOS FUERON ANALIZADOS PARA LOS
TRES AMBIENTES BONAERENSES PIERES, CABILDO Y BARROW EN CONJUNTO MEDIANTE REML USANDO PROC
MIXED EN SAS. *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO. ....cetveieeeriurerieeeeeiiiiineeeeeeeeeeninnens 68

TABLA 6. MEDIAS DE MINIMOS CUADRADOS (MMC) OBTENIDAS MEDIANTE REML EN UN MLM PARA EL FACTOR FIJO
AMBIENTE CALCULADAS PARA LAS VARIABLES CPC, CIE B*, CIE L*, CIE A*, PMG, PH Y PGP DE 133
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS PARA LAS LOCALIDADES DE PIERES, CABILDO Y BARROW. LOS
VALORES EN NEGRITA EN LA COLUMNA AMB Y MMC (AMBIENTES Y MEDIAS DE MiNIMOS CUADRADOS)
FUERON AQUELLOS VALORES QUE PRESERNTARON LA MAYOR MEDIA PARA EL CARACTER EVALUADO. *P<0,05,
**P<0,001, ***P<0,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO.......cccuveeeeerreeeeeireeeeeieeeeeeteeeeeeseeeeeseseeeissesesnseeseeneeeeesseeeennnens 69

TABLA 7. MEDIAS DE MINIMOS CUADRADOS (MMC), OBTENIDAS EN UN MODELO LINEAL GENERALIZADO PARA EL
FACTOR GENOTIPO. LAS MMC FUERON CALCULADAS PARA LAS VARIABLES CPC, CIE B*, CIE L*, CIE A*,
PMG, PH Y PGP DE 133 VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS PARA LAS LOCALIDADES DE PIERES,
CABILDO Y BARROW. LOS VALORES EN NEGRITA EN LA COLUMNA AMB Y MMC (AMBIENTES Y MEDIAS DE
MINIMOS CUADRADOS) FUERON AQUELLOS VALORES QUE PRESENTARON LA MAYOR MEDIA PARA EL CARACTER
EVALUADO. HSD: VALOR DE DIFERENCIA HONESTAMENTE SIGNIFICATIVA PARA LA PRUEBA DE TUKEY
F¥P<0,01, NS: NO SIGNIFICATIVO....uvvveeieeeieeiiieeeeeeeeeeeetteeeeeeeeeseuaeseeeseesasssaeseessessensaaseeseesseesiarrseseesssesssresseesesnnns 73

TABLA 8. CORRELACIONES FENOTIPICAS Y DE PEARSON PARA CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO DE 133
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EN LOS AMBIENTES PIERES, CABILDO Y BARROW EVALUADAS EN CONJUNTO.
LOS VALORES EN NEGRITA SON VALORES QUE PRESENTARON CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS PARA LOS
CARACTERES EVALUADOS *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO. .....ccvveerrrrreeirreeeereeeeennns 75

TABLA 9. CORRELACIONES FENOTIPICAS Y DE PEARSON PARA CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO DE
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS EN EL AMBIENTE PIERES. LOS VALORES EN NEGRITA
PRESENTARON CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS PARA LOS CARACTERES EVALUADOS *P<0,05, **P<0,01,
***¥P<(,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO. .....uvveeeetreeeeeieeeeeeteeeeeeteeeeeeiaeeeeeeaeeeeeetaeeeeesseeeeeseeeeessseeeeeneeseeneeeseseeeeennnens 75

TABLA 10. CORRELACIONES FENOTIPICAS Y DE PEARSON PARA CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO DE
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS EN EL AMBIENTE CABILDO. LOS VALORES EN NEGRITA
PRESENTARON CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS PARA LOS CARACTERES EVALUADOS. *P<0,05, **P<0,01,
*#*¥*¥P<0,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO. ..cceiiiieuuieeeieeeeeeeeteeeeeeeeeeeetaeeeeeeeesesssaaseeseessessaseeessesseesiassseseesssesssrsseeeseennns 76

TABLA 11. CORRELACIONES FENOTIPICAS Y DE PEARSON PARA CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO DE
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS EN EL AMBIENTE BARROW. LOS VALORES EN NEGRITA
PRESENTARON CORRELACIONES SIGNIFICATIVAS PARA LOS CARACTERES EVALUADOS *P<0,05, **P<0,01,
***%P<(),0001, NS: NO SIGNIFICATIVO *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, NS: NO SIGNIFICATIVO. .......cccvrrrun..... 77

TABLA 12. ANALISIS DE DESViIO (ANODEV) IDENTIFICANDO EL VALOR LRT DE APORTE AL MODELO, PARA LOS
EFECTOS ALEATORIOS DEL MODELO LINEAL MIXTO, GENOTIPO (GEN) Y LA INTERACCION GENOTIPO* AMBIENTE
(GEN*AMB) PARA LOS SIETE CARACTERES FENOTIPICOS EVALUADOS EN 133 VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL
EN TRES AMBIENTES DE LA PCIA. DE BS AS. CHI-CUADRADO TABULADO (3,84 Y 6,63) PARA LOS NIVELES DE
SIGNIFICACION DE 5% Y 1%, RESPECTIVAMENTE. SI LA PRUEBA LRT (LIKELIHOOD RATIO TEST) A TRAVES DE
CHI-CUADRADO TIENE UN VALOR DE P <0.05 ES SIGNIFICATIVA PARA GEN Y PARA LA INTERACCION GEN *
AMB.+ DESVIACION DEL MODELO AJUSTADO SIN EL EFECTO DEL GENOTIPO. ++ LA DESVIACION DEL MODELO

AJUSTADO CON EFECTO DEL GENOTIPO. ...cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e et eaa et e s e e e eas 78
TABLA 13. HEREDABILIDAD Y PARAMETROS GENETICOS PARA CARACTERES DE CALIDAD Y RENDIMIENTO EN
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EVALUADAS EN TRES AMBIENTES BONAERENSES. .....ccooiiiiiiiiiiiiin 79

\Y%



Indice de tablas

TABLA 14. VALORES GENOTIPICOS PARA LA VARIABLE (CPC) TENIENDO EN CUENTA LOS TRES AMBIENTES DE
EVALUACION. BLUP: MEJOR PREDICTOR LINEAL INSESGADO; SEP: ERROR DE PREDICCION DEL BLUP; VALOR T
(G): BLUP/SEP; PR > |T|: PROBABILIDAD DEL VALOR DE T; GEM (INT. MEDIA.GEN. AMB): EFECTO GENOTI{PICO
POR AMBIENTE; U+G+GEN: (VALOR GENOT{PICO) MEDIA DE CADA AMB+BLUP-+INTERACION DENTRO DE
(0N YN0 N1, 1 2 ) I SRR 83
TABLA 15.VALORES GENOTIPICOS PARA LA VARIABLE (CIE B*) TENIENDO EN CUENTA LOS TRES AMBIENTES DE
EVALUACION. BLUP: MEJOR PREDICTOR LINEAL INSESGADO; SEP: ERROR DE PREDICCION DEL BLUP; VALOR T
(G): BLUP/SEP; PR > |T|: PROBABILIDAD DEL VALOR DE T; GEM (INT. MEDIA.GEN. AMB): EFECTO GENOTIPICO
POR AMBIENTE; U+G+G: (VALOR GENOTIPICO) MEDIA DE CADA AMB-+BLUP+INTERACION DENTRO DE CADA
LY 1 2 TSRS 83
TABLA 16. PORCENTAIJE DE POLIMORFISMO (%P), INDICE DE CONTENIDO POLIMORFICO (PIC) E {NDICE DE MARCADOR
(MI) PARA DISTINTAS COMBINACIONES DE CEBADORES DE AFLPS AMPLIFICADAS EN 118 GENOTIPOS DE TRIGO
CANDEAL DE DIFERENTES ORIGENES GEOGRAFICOS. .......covieiveeiteeeiteeeeeeeieeeeteeeieeeeteeeeeeeesseeessseesseeesssessssensneens 84
TABLA 17. NUMERO DE BANDAS TOTALES, PROPORCION DE BANDAS POLIMORFICAS Y VALORES DE INDICE DE
CONTENIDO POLIMORFICO (PIC) E INDICE DE MARCADOR (MI) OBTENIDOS UTILIZANDO DIFERENTES
COMBINACIONES DE CEBADORES DE AFLP EN 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL DE ACUERDO A SU ORIGEN
GEOGRAFICO. ...t teeetente et eeteeeteestesteeseenseansesssesstesseenssanseasseassenssensaenseenseansesasesseanssanssanseenseassenssensaenseensennsesnsessns 85
TABLA 18. PORCENTAJES DE POLIMORFISMO (%P) OBTENIDOS UTILIZANDO DIFERENTES COMBINACIONES DE
CEBADORES DE AFLP EN 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL PARA DIFERENTES ORIGENES GEOGRAFICOS....... 86
TABLA 19. PATRONES TOTALES DE BANDAS DE AFLPS DE 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL AGRUPADAS EN
POBLACIONES DE DIFERENTES ORIGENES GEOGRAFICOS. ......cccuviiiuiieitieerieeireeeieeeiteeeeteeeseseeseeesesssseessessnsesesenas 86
TABLA 20. IDENTIDAD GENETICA DE NEI'Y DISTANCIA GENETICA DE NEI PARA POBLACIONES DE DISTINTO ORIGEN DE
TRIGO CANDEAL CALCULADA UTILIZANDO BANDAS POLIMORFICAS DE AFLPS. SOBRE LA DIAGONAL SE
MUESTRAN LOS VALORES OBTENIDOS PARA LA DISTANCIA GENETICA DE NEI CALCULADA COMO =-1 * LN
(IDENTIDAD NEI) Y DEBAJO DE LA DIAGONAL LOS VALORES DE IDENTIDAD GENETICA DE NEL......ccccovveuvrnenne. 88
TABLA 21. AMOVA PARA 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS UTILIZANDO
DATOS DE AFLPS. GL: GRADOS DE LIBERTAD; SC: SUMA DE CUADRADOS; CM: CUADRADO MEDIO; S
VARIANZA ESTIMADA Y % PORCENTAJE EXPLICADO DE LA VARIANZA. ENTRE LAS POBLACIONES; DENTRO DE

LAS POBLACIONES. ....utteutteuteeuteeitesieenteetteteesteeusesusesteenbeesseesseeasesaeesueesatemseemsteaseeuseesaenseen st enseensesanesaeenseeseenneenneann 92
TABLA 22. VALORES DE PHIPT ENTRE GENOTIPOS (CONSIDERADOS POR ORIGEN) PARA 118 GENOTIPOS DE TRIGO
CANDEAL DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS UTILIZANDO DATOS DE AFLP. ......occvviiiiiiiiiieeeeee e 93

TABLA 23 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION DE TRIGO CANDEAL CONSISTENTE EN 118
GENOTIPOS DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS UTILIZANDO EL PROGRAMA STRUCTURE HARVESTER
(EARL & VONHOLDT, 2012). EN NEGTITA SE IDENTIFICA EL NUMERO DE POBLACIONES IDENTIFICADOS CON EL
METODO DE EVANNO ET 4L., (2005) A PARTIR DE LA ESTIMACION MEDIA DE LA PROBABILIDAD POSTERIOR DE
LOS DATOS PARA CADA K ENTREGADA POR EL PROGRAMA STRUCTURE REFERENCIAS: L (K): PROMEDIO DE 3
REPETICIONES DE LN P (D) PARA CADA K, L'(K) : L(K)1 - L(K)I-1, L"(K) : L'(K)1- L'(K)I-1, [L'"'(K)] :VALOR
ABSOLUTO DE L"(K) , DELTA K : [L"(K)]/STDEV. c..uttitiiitieeiieetteeite ettt eieesteesteestaeesveesssaeenseesnseesnsees 94

TABLA 24. PROPORCION DE PERTENENCIA DE CADA UNO DE LOS GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL EN CADA UNO DE LOS
SEIS GRUPOS QUE CONFORMAN LA POBLACION DE 118 GENOTIPOS OBTENIDA UTILIZANDO EL PROGRAMA

STRUCTUREL. ....uuuttviieeeeeeieiteeee e e e eeeeitae e e e e e eeeetaaeeeeeeeeeetttaaeeeeeeeaetasseaeseeeeasssseeeeeeeeasstsaeeeeeeeeaaasssaeeeeeenssssareeeeeeanns 97
TABLA 25. VALORES MEDIOS DE DIFERENCIACION GENETICA (FST) ENTRE LOS SEIS GRUPOS QUE CONFORMAN LA
POBLACION DE 118 INDIVIDUOS DE TRIGO CANDEAL OBTENIDOS UTILIZANDO EL PROGRAMA STRUCTURE. ....... 97

TABLA 26. CUARENTA Y DOS COMBINACIONES DE AFLPS AMPLIFICADAS EN 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL QUE
EXHIBIERON DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO, CON ALTA SIGNIFICANCIA (P<0,0001). EL PROMEDIO DE LOS
VALORES DE R’ FUE DE 0,237. EL ESTADO SE REFIERE A LA FORMA ALELICA EN LA SE ENCONTRARON LAS
COMBINACIONES DE MARCADORES EN DL, A: PRESENCIA DEL MARCADOR Y B LA AUSENCIA DEL MARCADOR.
LAS COMBINACIONES EN NEGRITA SON AQUELLAS QUE PRESENTARON LOS MAYORES VALORES DE
) (€311 33 (0N (] - NPT 99

TABLA 27 ASOCIACIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE MARCADORES AFLP Y CARACTERES IDENTIFICADOS EN 118
GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL UTILIZANDO EL PROGRAMA TASSEL. SE CONSIDERO UNA ASOCIACION
MARCADOR-CARACTER SIGNIFICATIVA APLICANDO UNA FDR (FALSE DISCOVERY RATE) <0.05. ............o....... 103

TABLA 28. ASOCIACION DE MARCADORES AFLP CON CARACTERES AGRONOMICOS DE CALIDAD Y RENDIMIENTO DE
UNA POBLACION DE 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL CRECIENDO EN TRES LOCALIDADES DE LA PCIA. DE BS.

VI



Indice de tablas

AS., OBTENIDOS CON EL PROGRAMA TASSEL. SE CONSIDERA LA FORMA ALELICA, PARA LA PRESENCIA DEL
ALELO FUE IDENTIFICADA COMO AA, Y LA AUSENCIA COMO BB, EL EFECTO DE LA ASOCIACION ENTRE EL
MARCADOR Y EL CARACTER Y EL NUMERO DE GENOTIPOS EN LOS QUE FUE OBSERVADA. MARCADORES
SIGNIFICATIVAMENTE ASOCIADOS CON CONCENTRACION DE PIGMENTOS CAROTENOIDES (CPC,
PPM), COLOR (CIEA*, CIEB, CIE *L), PESO DE MIL GRANOS (PMG, G) PESO HECTOLITRITO (PH,
KG/HL) Y PESO DE GRANOS POR PARCELA (PGP9, KG/HA). BA, CA Y BU HACEN REFERENCIA A
LA LOCALIDAD EN LA QUE FUE SIGNIFICATIVA LA ASOCIACION, EN DONDE, BA ES LA LOCALIDAD
DE BARROW, CA ES LA LOCALIDAD DE CABILDO Y BU ES LA LOCALIDAD DE PIERES. LOS
CARACTERES EN NEGRITA E ITALICA CORRESPONDEN A ASOCIACIONES ENTRE CARACTERES Y

MARCADORES CON UN EFECTO POSITIVO Y DESEABLE PARA EL CULTIVO...cicoviiiiiiiiiiiiiiiniinicinenans 105
TABLA 29. CLASIFICACION DE VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL EN FUNCION DE SU CONTENIDO DE PIGMENTOS
CAROTENOIDES A FIN DE SER UTILIZADAS PARA AMPLIFICAR ALELOS DEL GEN ZDS. .....coeviuieeeniieeeeiieeeseieeenns 107

TABLA 30. CARACTERIZACION DE LA REGION DEL GEN ZDS COMPRENDIDA ENTRE LOS CEBADORES ZDS3F/3R,
IDENTIFICADOS EN OCHO VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL. LA REGION AMPLIFICADA SE CORRESPONDE CON LAS
BASES 3.629 Y 4.960 DEL GEN TAZDS-A IDE TRIGO PAN (HQ703016). .....covcviiiiieeiieciieeiee et 114

TABLA 31. CARACTERIZACION DE LA REGION DEL GEN ZDS COMPRENDIDA ENTRE LOS CEBADORES ZDS4F/5R,
IDENTIFICADOS EN OCHO VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL. LA REGION AMPLIFICADA SE CORRESPONDE CON LA

SITUADA ENTRE LAS BASES 5.344 Y 6.710 DEL GEN T4ZDS-A1 DE TRIGO PAN (HQ703016).........cccevveeevcirieenns 117
TABLA 32 ANOVA UTILIZANDO COMO FUENTE DE VARIACION LA REGION ALELICA T7ZDS-A1.1BY COMO VARIABLE
DEPENDIENTE EL CPC EVALUADO EN TRES AMBIENTES BONAERENSES. ......ccoiiuurtiieieeiiiiinrreeeeeeeeeiinnreeeeeeeeennnnes 121

TABLA 33. MEDIAS AJUSTADAS (LSMEANS) DEL MODELO CONSIDERANDO A LA REGION ALELICA ZDS-A1.2 COMO
FUENTE DE VARIACION Y AL CPC, EVALUADO EN TRES AMBIENTES BONAERENSES, COMO VARIABLE
DEPENDIENTE . ....ceiitiittttttteeeeeiiettteeeeeeeeeesteeeeeeesseesaaeeeteeseeasaaasseseesseasastaaseeesseeastassesesesssassasseseeessenssaeseseeessennneees 121

TABLA 34. ANOVA UTILIZANDO COMO FUENTE DE VARIACION AL CIE B* CUANTIFICADO EN 133 VARIEDADES DE
TRIGO CANDEAL CRECIENDO EN TRES AMBIENTES BONAERENSES Y A LA REGION ALELICA TTZDS-A1.1B Y COMO
VARIABLE DEPENDIENTE. .....coiuttittieeetiiitieeeeeeeseeeitaeeeeeesseesasssessesseesassseseeesessesssasseseesssssssassesssessonssssesseessonsssees 122

TABLA 35. MEDIAS AJUSTADAS (LS-MEANS) DEL MODELO TENIENDO COMO FUENTE DE VARIACION LA REGION
ALELICA TTZDS-A1.1BY COMO VARIABLE DEPENDIENTE EL CIE B* EVALUADO EN TRES AMBIENTES
BONAERENSES. .....citiittttttteeeeteeittteeeeeeeeeetaaeeeeeeeeeetaraeaeeeeeeaetsssaeeeeeeasasssseeeeeeeatsssseseeeeeaessssaseeeeeeaasnsssseeeeeennnrres 123

VII



Indice de Figuras

indice de Figuras.

FIGURA 1. LA DOMESTICACION DE LOS CEREALES. LA ZONA VERDE SOBRE EL MAPA MUESTRA LA REGION DEL
CERCANO ORIENTE (ISRAEL, JORDANIA, TURQUIA, SIRIA, IRAN E IRAQ), CONOCIDO COMO MEDIA LUNA FERTIL,
DONDE SE REALIZARON LOS PRIMEROS HALLAZGOS ARQUEOLOGICOS DEL CULTIVO DEL TRIGO (FEUILLET ET AL.,
2007 eetett ettt ettt ettt et et ettt et t et a e st e b e e bt ebeeRaeeRte st e st en st anteente st e st enseeaseenseenteente st enseenteenteennenraensen 3

FIGURA 2. CLASIFICACION DEL GENERO TRITICUM PROPUESTA POR MAC KEY EN 1988.......oooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 4

FIGURA 3 EVOLUCION DEL TRIGO DURANTE LA DOMESTICACION (MANGELSDORF, 1953). 1. TRIGO EINKORN,
DIPLOIDE CON 14 CROMOSOMAS; 2. PASTOS SILVESTRES DEL GENERO AEGILOPS; 3. TRIGO EMMER, DURO
TETRAPLOIDE CON 28 CROMOSOMAS. 4. TRIGO HEXAPLOIDE CON 42 CROMOSOMAS, COMUNMENTE USADO PARA

ELABORAR PAN. ....ciiiuiiiiiintinierieeie ettt sttt s
FIGURA 4. ESPIGAS Y GRANOS DE TRIGOS EINKORN, EMMER Y SPELT. ....ccuiiutttiiiaieiintenieseeeteeieeneeneesteseesaeebeeneeneeneeneenes 6
FIGURA 5. ESPIGAS DE TRITICUM URARTU L. (A); ESPIGAS DE AEGILOPS SPELTOIDES. (B); ESPIGAS DE AEGILOPS
TAUSCHII(C). 1etetttetieeitteeitteeste ettt este e tteestteeteeesseeatseesseeassaeesseeassseessaeansseanseesnsseensseassseenseeensseenssesnsseenseessseenseennns 6
FIGURA 6. ESPIGA DEL TRIGO CANDEAL Y ESTRUCTURA DEL RAQUIS.
HTTP://WWW7.UC.CL/SW_EDUC/CULTIVOS/CEREALES/TRIGO/INFLORES. HTM ......cootteiirieriienieenieenieenieeieeseeenseenneas 7
FIGURA 7. ESPIGUILLA DEL TRIGO COMPUESTA POR 5 ANTECIOS.
HTTP://WWW7.UC.CL/SW_EDUC/CULTIVOS/CEREALES/TRIGO/INFLORES.HTM. .ccceouivuinininrenenneneenen 8
FIGURA 8. COMPONENTES DE UNA ESPIGUILLA DE TRIGO.
HTTP://WWW?7.UC.CL/SW_EDUC/CULTIVOS/CEREALES/TRIGO/INFLORES.HTM .....ccouiriiriinieniiniieienienienienieneeeneeneennes 8
FIGURA 9. ANTECIO DE TRIGO CANDEAL Y SUS PRINCIPALES ESTRUCTURAS.
HTTP://WWW?7.UC.CL/SW_EDUC/CULTIVOS/CEREALES/TRIGO/INFLORES.HTM. .....ccutruiriinieniiniieienienienienienseeeneneennes 9

FIGURA 10. ESTRUCTURA DEL GRANO (CARIOPSE) DE TRIGO CANDEAL Y SUS RESPECTIVAS PARTES.....10
FIGURA 11. ESQUEMA DEL CICLO ONTOGENICO DEL CULTIVO DE TRIGO CANDEAL (ADAPTADO DE

SLAFER & RAWSON, 1994) . ittt ettt et e et e et e e teeebeesstbeesseeessaeenseesnseeenseeesseesnennes 10
FIGURA 12. PRODUCCION EN TONELADAS (TN), OBTENIDO EN LAS ULTIMAS 14 CAMPANAS EN LA PCIA.
DE BUENOS ATRES (HTTP://WWW.SIIA.GOV.AR/) ...eeeitiiiiieeiieiiieeiiteeiteeieeeteeeteesseesseesnseesseesssaesssessnsessseens 12

FIGURA 13 LOCALIDADES DE ESTUDIO DEL TRIGO CANDEAL EN LA PCIA DE BUENOS AIRES,
ARGENTINA. SE IDENTIFDICAN EN LA FIGURA A.C.A CABILDO, CEI INTA BARROW E INTA

BALCARCE(PIERES). tttitieitiieeiesiterttestt et etteettesteesteesseessesssesasesseesstanseasseanseassaassessaenseenseensesnsesnsesseesseenseesenns 13
FIGURA 14. RUTA DE BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES (MODIFICADO DE NAIK ET AL., 2003; ENFISSI ET
AL, 20065 JIKET AL.; 2009) . ittt sttt ettt et e st e st e e b e enseensesnsesseenseenseensesnsesnsenseesenn 20

FIGURA 15.R? VS (CM) EXTENSION DEL DL EN TRIGO PAN Y CANDEAL (SOMERS ET 4L,. 2007). LA
CAIDA DEL DL SE VISUALIZA MEDIANTE EL TRAZADO DE DL (R®) FRENTE A LA DISTANCIA
GENETICA (CM). EL RECUADRO INDICA LA TASA PROMEDIO DE CAIDA DEL DL PARA EL TRIGO
CANDEAL (LINEA CONTINUA) Y EL TRIGO PAN (LINEA DISCONTINUA). .eeoiterrierieereereesreesreesieeeneeene e 33

FIGURA 16. NUMERO DE ALELOS Y GRADO DE RESOLUCION POSIBLE UTILIZANDO DISTINTOS
MATERIALES VEGETALES PARA EL MAPEO. EL GRADO DE RESOLUCION DEPENDE DE LA
EXTENSION DEL DL (REMINGTON ET AL. 2001) Y SE ESPERA UNA RESOLUCION MAS ALTA

CUANDO EL DL DISMINUYE RAPIDAMENTE AL AUMENTAR LA DISTANCIA GENETICA. .c.ccoeceruenenene 38
FIGURA 17. CONDICIONES CLIMATICAS: TEMPERATURA Y PRECIPITACION PARA LOS AMBIENTES PIERES (A), CABILDO
(B) BARROW (C) EN EL ANO EN QUE SE REALIZARON LAS EXPERIENCIAS DE CAMPO (2011)...cccevvieriieiieieennnne. 66

FIGURA 18. INTERACCION DE TIPO NO CRUZADA IDENTIFICADA A PARTIR DE LAS MEDIAS DE MINIMOS CUADRADOS DE
CADA UNO DE LOS GENOTIPOS OBTENIDAS MEDIANTE UN MODELO LINEAL GENERALIZADO (GML) Y
GRAFICADAS EN LOS AMBIENTES: PIERES, CABILDO Y BARROW PARA LOS CARCATERES: (A) CPC, (B) CIE B*,
(C) PMG, (D) PH, (E) PGP, (F) CIE L* Y (G) CIE A* EN EL ANO EN QUE SE REALIZARON LAS EXPERIENCIAS DE
CAMPO (20T 1) itieeiie ettt ettt et e e e ettt esteesibeesabeessbeessbeessseesssaessseeassaesseenssaessseenssaensseensseensseansseesseenssennes 73

FIGURA 19. AGRUPAMIENTO DE 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS BASADO
EN EL ANALISIS UPGMA A PARTIR DE LA DISTANCIA GENETICA BINARIA OBTENIDA MEDIANTE SEIS

COMBINACIONES DE MARCADORES DE AFLPS. ....oooiiiiiiiiiiieee ettt et e e 90
FIGURA 20. AGRUPAMIENTO POR ORIGEN BASADO EN EL ANALISIS UPGMA DE 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL
OBTENIDO A PARTIR DE LA DISTANCIA GENETICA BINARIA UTILIZANDO SEIS COMBINACIONES DE AFLPS......... 91

VIII



Indice de Figuras

FIGURA 21. ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES (PCOA) PARA POBLACIONES DE GENOTIPOS
ARGENTINOS, ITALIANOS, FRANCESES, DE LA REGION DE WANA, DE CIMMYT Y DE EE.UU
UTILIZANDO DATOS DE AFLPS. ..ottt st st e et e ee 92

FIGURA 22. NUMERO DE SUBGRUPOS (K:6) INFERIDOS POR EL PROGRAMA STRUCTURE HARVESTER
(EARL Y VONHOLDT, 2012) A TRAVES DE LA METODOLOGUIA DE EVANNO ET 4L. (2005). EN EL
EJE Y SE ENCUENTRAN LOS VALORES DE AK OBTENIDOS PARA CADA VALOR K PARA 118
GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL DE DISTINTOS ORIGENES GEOGRAFICOS....ccctevurrieeiienrieieeieeeeeeneees 95

FIGURA 23. ESTRUCTURA POBLACIONAL. GRAFICO DE BARRAS DE 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL GENERADO POR
STRUCTURE V. 2.3.3. SE MUESTRA LA PROPORCION TOTAL DE MIEMBROS DE LA POBLACION QUE
CONSTITUYEN CADA UNO DE LO SEIS SUBGRUPOS (K=6), EN FUNCION DEL ANALISIS BAYESIANO UTILIZANDO EL
MODELO ADMIXTURE Y FRECUENCIAS ALELICAS CORRELACIONADAS, NO SE INDICO GRADO DE PARENTESCO
ENTRE GENOTIPOS. LAS AGRUPACIONES (K= 6 POBLACIONES) SON IDENTIFICADAS CON COLORES
(SUBPOBLACIONES ROJO (1), VERDE (2), AZUL (3), AMARILLO (4), ROSA (5) Y CELESTE (6)), CADA COLUMNA
REPRESENTA UN GENOTIPO Y SE DIVIDE EN SEGMENTOS (PROBABILIDADES) QUE INDICAN SU ORIGEN GENETICO
PROBABLE. ....c.cttitttitteittet et ettt sa e st e bt et e st ea e ehee e bt e bt em bt ea bt ee et se e e eaeeeb e e st emt e eab e ee e e eb e e eb e e bt embeenteeateeaeeebee bt enteenteenn 98

FIGURA 24. MATRIZ DE DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO PARA SITIOS POLIMORFICOS. LOS SITIOS POLIMORFICOS
FUERON GRAFICADOS EN EL EJE-X Y EN EL EJE-Y. EL CALCULO DEL DL DE A PARES (R”) ESTA GRAFICADO EN LA
PARTE SUPERIOR DE LA DIAGONAL, CON LOS CORRESPONDIENTES VALORES-P PARA LA PRUEBA EXACTA DE
FISHER, QUE SE MUESTRA DEBAJO DE LA DIAGONAL. ESTA FIGURA REPRESENTA GRAFICAMENTE LAS 6612
COMBINACIONES GENERADAS POR LOS 116 MARCADORES AFLP. LOS PUNTOS ROJOS REPRESENTAN AQUELLOS
MARCADORES QUE SE ENCUENTRAN EN DL(42).ESTE GRAFICO FUE GENERADO UTILIZANDO EL PROGRAMA
TASSEL (BRADBURY ET AL., 2007) PARA 118 GENOTIPOS DE TRIGO CANDEAL. .....cccveeruvierreenireenreenereennveenenes 101

FIGURA 25. A) ALINEAMIENTO ENTRE GENES ZDS DE TRITICUM AESTIVUM VAR. CHINESE SPRING TAZDS-A-IWGSCY
TAZDS-B-IWGSC) Y CV. ZHONGYOU9507 (T4ZDS-A HQ703016 Y TAZDS-D HQ703014), EN LA REGION
ENMARCADA POR LOS PRIMERS ZDS-3F/3R. SE SENALA EN AMARILLO LA DELECION G(C/T)A Y LA INSERCION
DE ~300 BP EN LAS SECUENCIAS CORRESPONDIENTES AL GENOMA A DE 7. AESTIVUM. LOS GENES DE LOS
GENOMAS A, B Y D SE MUESTRAN EN ROJO, VERDE Y NEGRO, RESPECTIVAMENTE; B) REPRESENTACION
ESQUEMATICA DEL ALINEAMIENTO MOSTRADO EN A). LOS NUMEROS REFIEREN A LA POSICION EN BP EN EL
AMPLICON. ...ttt sttt ettt ettt h et b et ettt b e sh e eh e et et e b e st e bt s bt eb e e et ea et e et e e bt s heeh e ea e e st et et e bt saeebeeaeennenee 110

FIGURA 26. ALINEAMIENTO DE LOS GENES ZDS DE TRITICUM AESTIVUM VAR. CHINESE SPRING (74ZDS-A_IWGSCY
T4Zps-B_IWGSC) Y CV. ZHONGYOU9507 (T4ZDS-A HQ703016), CON LAS SECUENCIAS DEL GENOMA B
OBTENIDOS EN 7. TURGIDUM, TTZDS-B1.1 (ENROJO) Y T7ZDS-B1.2 (EN VERDE). SE SENALA EN AMARILLO LA
DELECION GCA DE T7ZDS-B1.2, TAMBIEN OBSERVADA EN TAZDS-A Y TAZDS-A_IWGSC......cccovcviiieenne. 110

FIGURA 27. ALINEAMIENTO DE LAS REGIONES POLIMORFICAS DEL GEN ZDS IDENTIFICADAS EN LA REGION DELIMITADA
POR LOS CEBADORES ZDS-3F/3R ENTRE 7. AESTIVUM VAR. CHINESE SPRING (74ZDS-A_IWGSCY TAZDs-

B IWGSC) Y CV. ZHONGYOU9507 (TAZDS-A), CON LAS LOS ALELOS DEL GENOMA A DE 7. TURGIDUM, TTZDS-
Al.14, TTZDS-A1.1B (EN ROJO) Y TTZDS-A1.2 (EN VERDE). SE SENALA EN AMARILLO LOS POLIMORFISMOS

IDENTIFICADOS ENTRE EL SEXTO AL DECIMO EXON DEL GEN ZDS DEL GENOMAS A DE TRIGO CANDEAL. ......... 111
FIGURA 28. ARBOL FILOGENETICO CONSTRUIDO EN BASE A LA SECUENCIA DE LOS ALELOS IDENTIFICADOS EN LA
REGION DEL GEN ZDS CON LOS CEBADORES ZDS3F/3R EN LOS GENOMAS A Y B DE TRIGO CANDEAL. .............. 114

FIGURA 29. A) ALINEAMIENTO EN LA REGION ENMARCADA POR LOS PRIMERS ZDS-4F/5R ENTRE LOS GENES ZDS DE T.
AESTIVUM VAR. CHINESE SPRING TAZDS-A _IWGSCY TAZDS-B_IWGSCY CV. ZHONGYOU9507 TAZDS-A1
(HQ703016) Y T4ZDs-D1 (HQ703014), SE SENALAN EN AMARILLO LOS POLIMORFISMOS ENTRE LOS GENOMAS
A, B Y D. LOS GENES DE LOS GENOMAS A, B Y D SE MUESTRAN EN ROJO, VERDE Y NEGRO, RESPECTIVAMENTE
B) REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL ALINEAMIENTO MOSTRADO EN A). LOS NUMEROS REFIEREN A LA
POSICION EN BP EN EL AMPLICON. ......ittittittetieiietetesteeteettettentensetesteebeeseesteneenseseeseabesaeeseeneensesesseabesneeneeneansanes 117

FIGURA 30 . ALINEAMIENTO DE LA REGION POLIMORFICA ENTRE LOS GENOMAS A, B Y D DE TRIGO PAN INCLUIDA EN
LA REGION ENMARCADA POR LOS CEBADORES ZDS-4F/5R JUNTO CON LOS FRAGMENTOS IDENTIFICADOS EN
CANDEAL TTZDS-A2 (GENOMA A, EN ROJO) Y T7ZDS-B2 (GENOMA B, EN VERDE). EL CEBADOR F733, QUE

PERMITE AMPLIFICAR SELECTIVAMENTE EL GENOMA B, SE INDICA SOMBREADO EN VERDE. .......ccccvvvveeeeeennne. 118
FIGURA 31 ARBOL FILOGENETICO PARA LAS REGIONES DEL GEN ZDS DE LOS GENOMAS A Y B DE TRIGO CANDEAL Y A
Y D DE TRIGO PAN COMPRENDIDAS ENTRE LOS CEBADORES ZDS-4F/5R.. ....ooooiviiiiiiiieeeee e 119

FIGURA 32. GEL DE ACRILAMIDA DONDE SE MUESTRA EL POLIMORFISMO PRODUCIDO POR LA COMBINACION DE
CEBADORES YP2A-F/YP2A-R QUE PERMITE DIFERENCIAR LA INSERCION DE 4PB (CCTA) QUE PRESENTA EL

IX



Indice de Figuras

ALELO TDZDS-A11.2 EN LA VARIEDADES: 1:BONINTACARILO, 5:VF 0113, 10:AMARILLO, 11:GABBIANO,
14:JOYAU, 20: KARUR, 21:NEODUR, 22:GARIC, 23:EXELDUR, M1 Y M2 MARCADORES MOLECULARES. ......... 120



Introduccion

1. INTRODUCCION.

Los cereales son el alimento basico de la humanidad, siendo el trigo el tercero mas consumido
después del arroz y el maiz. El trigo (Triticum spp.) es un cultivo extensivo, que actualmente
ocupa mds area sembrada que cualquier otro cultivo comercial, con cerca de 16,3 millones de
hectareas sembradas en todo el mundo (International Grains Council 2015). Durante los ultimos
cincuenta afios, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se han centrado en estimar la poblacion
mundial que sufre hambre o la llamada malnutricion proteicoenergética. En la Gltima década, la
malnutricién debida a deficiencias en micronutrientes ha sido identificada como la principal
causa de los nimerosos problemas de salud existentes en los paises subdesarrollados (Graham et
al., 1999; Toenniessen, 2003). En estas zonas geograficas la fortificacion de alimentos
procesados, algo que en paises desarrollados es una practica habitual, no resulta ser una buena
alternativa para combatir dichas carencias nutricionales. El limitado desarrollo de la industria
alimentaria e infraestructura en estos paises serian las principales causas (Pfeiffer &
McClafterty, 2007). Es por esta razéon que el desarrollo de marcadores moleculares que puedan
ser usados en programas de mejoramiento para obtener variedades que contengan los caracteres
deseados para suplir deficiencias nutricionales, como también ambientales, y potenciar el cultivo
de trigo candeal como biofabrica, ha experimentado un creciente interés en la comunidad

cientifica.

Los vegetales son considerados como la fuente primaria de obtencion de micronutrientes, tanto
minerales como organicos. Durante las ultimas décadas los esfuerzos para la mejora de los
alimentos de origen vegetal han sido intensos, en especial en lo relativo a las caracteristicas
agrondémicas y a la optimizacion del contenido en macro y micronutrientes y precursores de
vitaminas, como lo son los pigmentos carotenoides (PC) y/o caracteres de calidad, tales como
peso hectolitrico (PH), peso de mil granos (PMG), rendimiento (kg/ha), entre otros. El trigo no
solo representa una fuente importante de hidratos de carbono, y en menor medida de proteinas,
sino que ademas contiene minerales, vitaminas y antioxidantes. Dentro de estos ultimos se

encuentran los pigmentos carotenoides, que, ademds de ser precursores de vitaminas y
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antioxidantes, revisten gran interés debido a que dan el color amarillo a los granos de trigo por lo

que su alta concentracion es requerida en el producto final, la pasta.
1.1 El cultivo.

1.1.1 Centro de origen y filogenia del trigo.

El centro de origen y diversidad del cultivo se ubica en la antigua Mesopotamia Asiatica (Figura
1), que actualmente comprende la zona del Cercano Oriente. Las primeras evidencias
paleoarqueologicas localizan el cultivo del trigo en las regiones correspondientes a los actuales
paises Siria, Jordania, Turquia e Iraq. Existen hallazgos de granos de trigo (7riticum dicoccoides)
y huellas de granos en barro cocido en Jarmo (Iraq septentrional), datados en torno al afio 6.700
a.C. Hace unos 10.000 afios, el trigo silvestre experimentd una serie de eventos de hibridacion
natural, dando como resultado una planta con semillas mas grandes y dificilmente diseminadas
por el viento. El éxito de este vegetal en estado silvestre era limitado, siendo la domesticacion
por parte del hombre el factor que posibilité su utilizacion, provocando una auténtica revolucion
agricola en la denominada Media Luna Fértil, region historica que abarcaba parte de los

territorios del Antiguo Egipto, el Levante Mediterraneo y la Mesopotamia (Figura 1).

Desde el punto de vista filogenético, las especies de trigo constituyen una serie cldsica de
poliploides que tienen como base una dotacion de siete cromosomas (Akhunov et al., 2005). En
1753, Carl von Linneo propuso una primera clasificacion de los trigos basdndose en diferencias
fisiologicas y morfologicas. Posteriormente, y como resultado de los trabajos en citogenética de
Sakamura en 1918, aparecid una nueva clasificacion que atendia al nimero de cromosomas
presentes en cada tipo morfologico previamente reconocido. Después de este descubrimiento

basico, un gran nimero de botdnicos y genetistas propusieron sus propias clasificaciones.



Introduccion
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Figura 1. La domesticacion de los cereales. La zona verde sobre el mapa muestra la region del Cercano Oriente (Israel,
Jordania, Turquia, Siria, Iran e Iraq), conocido como Media Luna Fértil, donde se realizaron los primeros hallazgos arqueologicos
del cultivo del trigo (Feuillet et al., 2007).

Actualmente, la clasificacion mas aceptada es la de Mac Key (Mac Key, 1988), debido a que es
una de las que mas respeta las reglas de la nomenclatura botanica y la Uinica que otorga igual
importancia a los criterios morfologicos, fisioldgicos, citoldgicos, genéticos, bioquimicos y
evolutivos (Figura 2).

En la historia evolutiva del trigo (Figura 3) cobran especial relevancia las especies Triticum
urartu (trigo Einkorn, con dotacion genomica AA), Aegilops speltoides (graminea silvestre, con
genoma SS, el cual contribuyd con el genoma B) y Aegilops tauschii (Goatgrass, con dotacion
gendémica DD), ya que son respectivamente las fuentes diploides inmediatas o parientes mas
cercanos, portadores de los genomas A, B y D de los trigos poliploides (Dvorak et al., 1998;
Akhunov et al., 2005). La primera seccion en la clasificacion del género Triticum esta
constituida por los trigos diploides, que presentan la dotacién gendémica mas simple, genoma AA
y 14 cromosomas. Este grupo se considera el mas ancestral en la evolucion del trigo. Existen dos
lineas evolutivas de trigos diploides, portadoras de dos genomas A distintos, distinguiéndose el
procedente de 7. urartu (Tumanian ex Gandilyan, Einkorn wheat), y el genoma A de Triticum
boeoticum (Boiss.), el cual se ha propuesto como el ancestro del genoma A de Triticum

monococcum L. (Golovnina et al., 2007).
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Geénero Trticum L. (Clasificacion propuesta por Mac Key, 1988).
Section Monococca Flaksb.
Triticum monococcum L
subsp. moRococcum
subsp. boeoticum (Boiss) A. Léve & D. Live
var. segifopoides (Link) MacKey
var. thaowdar (Reuter in Bourg. ex Hausskn.) Percival
Triticum urarty Tumanan ex Gandilyan
Section Dicoccoidea Flaksb.
Triticun turgidum L
subzp. furgidum
var. furgidum
var. durum (Desf.) Mackey
var. furancium (Jakubz.) MackKey
var. poloricum (L.) MacKey
subsp. carthiicum Nevski in Kom.) A. Léve & D. Lave
subsp. dicoccum (Schrank ex Schiiler) Thell.
subsp. georgicum (Dekapr. & Menabde} MacKey
subsp. dicoccoides (Kom. ex Asch. & Grasbner) Thell
Triticum timopheevii (Zhuk ) Zhuk.
zubsp. mopheewvii
subsp. amneniacum (Jakubz.) MackKey
Sechon Speltoidea Flaksb.
Triticum sestivum L.
subsp. gestivum
subsp. compactum (Host) Mackey
subsp. macha (Dekapr. & Menabde) Mackey
subsp. spefta (L) Thell
subsp. sphaerococcum (Percival) MacKey
Triticum zhukovsky! Menabde & Ericzjan

Figura 2. Clasificacion del género Triticum propuesta por Mac Key en 1988.

Los trigos tetraploides comprenden un conjunto de especies de dotacion genética AABB y un
total de 28 cromosomas. En este grupo destaca 7. turgidum L., para el cual se pueden citar las
siguientes subespecies: subsp. Turgidum (trigo duro), subsp. Carthlicum (Nevski in Kom.) A.
Love & D. Love, subsp. Dicoccum (Schrank ex Schiiler) Thell, subsp. georgicum (Dekapr. &
Menabde) Mackey, y subsp. dicoccoides (Korn. ex Asch. & Graebner).
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Se considera que el primer paso en la evolucidon de los trigos cultivados fue la formacion de 7.
turgidum subsp. dicoccoides (Schneider et al., 2008). Estos trigos tetraploides proceden de la
hibridaciéon de dos especies diploides silvestres, una probablemente cercana a A. speltoides
Tausch. (Genoma BB aunque generalmente es designado por SS) y 7. urartu tumanian (trigo
Einkorn, genoma AA) (Akhunov et al., 2005; Jauhar, 2006; Petersen et al, 2006). Estas dos
especies habrian hibridado hace aproximadamente medio millon de afios y produjeron un hibrido

tetraploide ancestral denominada trigo Emmer (Figuras 4 y 5).

El donante del genoma B sigue siendo dudoso, a pesar de los numerosos estudios filogenéticos y
el empleo de herramientas genéticas cada vez mas precisas y sofisticadas (Schneider et al.,
2008). La hipotesis mas aceptada actualmente considera el origen del genoma B del trigo de
naturaleza polifilética. Esta hipotesis estd basada en estudios moleculares realizados con
secuencias de ADN no codificantes de bajo nimero de copias (Liu et al., 2003a; Golovnina et

al., 2007).

Figura 3 Evolucion del trigo durante la domesticacion (Mangelsdorf, 1953). 1. Trigo Einkorn, diploide con 14
cromosomas; 2. Pastos silvestres del género Aegilops; 3. Trigo Emmer, duro tetraploide con 28 cromosomas. 4.
Trigo hexaploide con 42 cromosomas, comunmente usado para elaborar pan.
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Figura 4. Espigas y granos de trigos Einkorn, Emmer y Spelt.
(www.hort.purdue.edu/newcrop/proceedings1996/V3-156.html)

Figura 5. Espigas de Triticum urartu L. (A); Espigas de Aegilops speltoides. (B); Espigas de Aegilops tauschii(C).
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/trigo/inflores.htm.

1.1.2 Botanica, cultivo de la planta y tipos de trigos.

El trigo es una planta anual, herbacea perteneciente al género Triticum familia Poaceae y orden
Poales dentro de la clase Liliopsida y division Magnoliophyta. La altura de la planta, incluyendo
la espiga, puede variar desde los 30 cm hasta los 150 cm, en funcion de las condiciones de
crecimiento y la variedad. El tallo del trigo es una cafia hueca, poco ramificada, con seis nudos y
entrenudos. El entrenudo superior, denominado pedtnculo, sujeta a la caracteristica espiga
(Pallarés et al., 2007). Las espigas son inflorescencias compuestas por 15 a 25 espiguillas sésiles
dispuestas en torno a un raquis o eje central (Figura 6). Cada espiguilla presenta externamente

dos bracteas denominadas glumas, y contiene tres a cinco antecios dispuestos sobre una raquilla.

6
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Cada uno de los antecios se compone de una lema o glumela inferior, de una palea o glumela
superior y de una flor (Figura 7). Entre la lema y la palea se situara el grano, desarrollado a partir
de la flor. Normalmente uno o dos antecios son estériles, generandose un maximo de dos a tres
flores fértiles por espiguilla. Cada flor estd compuesta por tres estambres y por dos estigmas
plumosos, que nacen directamente del ovario (Figuras 8 y 9); todas las estructuras de la flor se
encuentran protegidas por dos bracteas: lema, la mas externa y palea, la mas interna. La flor, que
se autopoliniza, proyecta sus estambres al exterior del antecio una vez que ha ocurrido la antesis

(Kirby, 2002).

illa
dei ién
e s
Internudo
del raquis
Seccibn
del raquis
de una espiga

Nudo del raquis
A\ ﬂzxr de insercion
| la espiguilla)

Figura 6. Espiga del trigo candeal y estructura del raquis.
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/trigo/inflores.htm
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| Primer |-
antecio

Espiguilla

Figura 7. Espiguilla del trigo compuesta por 5 antecios.
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/trigo/inflores.htm.

o glumela
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Antecio
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Figura 8. Componentes de una espiguilla de trigo.
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/trigo/inflores.htm
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Figura 9. Antecio de trigo candeal y sus principales estructuras.
http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/trigo/inflores.htm.

Al tratarse de monocotileddneas, los granos de los cereales tienen un solo cotiledon (Delcour &
Hoseney 2010), presentando una testa fundida con el pericarpio por lo que el grano puede ser
considerado un fruto de una sola semilla, conocido con el nombre de caridpside. La forma del
grano suele ser ovalada, y en su estructura (FiguralO) se pueden diferenciar tres partes
principales: el salvado (parte externa), el germen o embrion y el endosperma (parte mas interna).
El germen es una estructura de pared fina que contiene a la nueva planta, sobresale en uno de los
extremos del grano. El resto del grano se denomina endosperma, el cual constituye el alimento
para el embrion, representando casi el 85% del peso del grano. El endosperma a su vez se
encuentra rodeado por la capa de aleurona conformada por dos o tres capas de células. A lo largo
de la cara ventral del grano hay una depresion (surco), generada por una invaginacion de la
aleurona y resto de cubiertas. En el fondo del surco hay una zona vascular fuertemente
pigmentada. Las capas mas externas del grano se denominan pericarpio (derivado del ovario) y
la testa o abrigo de la semilla. El pericarpio y la testa, junto con la capa de aleurona, conforman

el salvado de trigo.
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Figura 10. Estructura del grano (cariopse) de trigo candeal y sus respectivas partes.

El ciclo de crecimiento del trigo se divide en tres periodos: vegetativo, que comprende desde la

siembra hasta el comienzo del encanado; reproductivo, que va desde el encafiado hasta la

terminacion del espigado y de maduracion, que comprende desde el final del espigado hasta el

momento de la recoleccion (Figura. 11).

Figura 11. Esquema del ciclo ontogénico del cultivo de trigo candeal (adaptado de Slafer &

Rawson, 1994).
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El tiempo necesario para que se produzcan los procesos de crecimiento de la planta son muy
variables y dependen fundamentalmente de la variedad. En este sentido, se pueden distinguir
variedades denominadas de ciclo corto y de ciclo largo. El rendimiento de los cultivos y la
calidad del trigo dependerdn de multiples factores, entre los que cabe destacar la variedad, la
fertilizacion, la disponibilidad de agua, el control de malezas y plagas, y el momento de la

cosecha.

1.2 El trigo candeal en la Argentina

Las pastas mas valoradas por los consumidores se producen a partir de sémolas de trigo candeal
o fideo (Triticum turgidum L. spp. durum), que es mayoritariamente producido en el sudeste de
la provincia de Bs. As. Histéricamente, la produccion de trigo fideo respecto a la cosecha

triguera total ha sido del 1% (http://www.alimentosargentinos.gov.ar/)

En la campafia 2011/12, campafia de la cual se tienen datos fenotipicos y genotipos para este
trabajo (Figura 12), se obtuvieron casi 183 mil toneladas de candeal, que se repartieron entre tres
provincias, Buenos Aires, Tucuman y San Luis. Durante las ultimas campaiias, Buenos Aires ha
liderado con amplitud la produccion de este trigo, considerado a nivel comercial como una
especialidad. Desde el afio 2010, al sector molinero ingresan anualmente mas 200 mil toneladas
para su industrializacion, observandose en el periodo 2007 - 2012 una tendencia general

creciente (http://www.alimentosargentinos.gov.ar/). La misma guarda relacién con importantes

inversiones realizadas en estos ultimos anos.
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Figura 12. Produccion en toneladas (Tn), obtenido en las Gltimas 14 campafas en la Pcia. de
Buenos Aires (http://www.siia.gov.ar/)

Actualmente la produccion de trigo candeal en la Argentina se efectia por contrato entre
productores y molineros o empresas fideeras, donde se firma la compra del total de la
produccion. La produccion de granos en los Gltimos afios alcanz6 ventas de 37 a 84 millones de
tn por afio. Como consecuencia de la implementacion del nuevo esquema productivo de la zona
pampeana, que se centra en una agricultura intensiva, con sistemas de siembra directa continua,

la produccion nacional alcanz6 las 100.000 tn anuales.

1.3 Area de cultivo del trigo candeal en la provincia de Buenos Aires

El 4rea de cultivo del trigo candeal se extiende sobre las subregiones trigueras IV y V sur
(sudeste y sudoeste de Buenos Aires y parte de la Pampa). Esta region presenta lluvias fuertes

antes o durante el periodo de cosecha, lo cual puede afectar la calidad de los granos por lavado,
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provocando frecuentes variaciones en la calidad del trigo cultivado. La region se divide en tres

subregiones: sudeste, centro-sur y sudoeste.
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Figura 13 Localidades de estudio del trigo candeal en la Pcia de Buenos Aires, Argentina. Se
identifdican en la figura A.C.A Cabildo, CEI INTA Barrow ¢ INTA Balcarce(Pieres).

1.3.1 Region Sudoeste

Es una region de caracteristicas secas y frias. El clima transita de sub-htimedo (N/E) a semiarido
(S/0), variando la precipitacion media de noroeste a sudoeste, con 750 y 550 mm, con picos en
otono y primavera. Durante los meses de desarrollo del cultivo (julio a diciembre) la
precipitacion media anual varia entre 250 y 280 mm. La temperatura media anual es de 15°C,
con medias en enero de 19°C a 25°C y en julio de 7°C a 9°C. El periodo libre de heladas es de
215 a 275 dias, segin la zona (Carbajo et al., 2001). En esta region (Figura 13) existe una
alternancia permanente de masas de aire de distinta indole, con una gran variabilidad en las

condiciones climaticas, hecho que se pone de manifiesto en todas las estaciones del afio. En la

13



Introduccion

ultima década las zonas trigueras de la provincia de Buenos Aires han sufrido grandes pérdidas

en produccion debidas a periodos de sequia y heladas tardias (Magra et al., 2005; INTA).

1.3.2 Estado actual del cultivo en 1a zona semiarida bonaerense

Como se mencionara previamente, el trigo candeal se siembra bajo la modalidad de contrato
entre productor e industria fideera. Existen bonificaciones (cuyos valores son especificos para
cada modalidad de contrato), entre las cuales se destacan aquellas otorgadas por el contenido
porcentual de gluten y proteina y el porcentaje de vitreosidad. Las bonificaciones pueden oscilar
entre un 15 y un 40 % sobre el “precio de referencia 6 base” de trigo pan. El trigo candeal tiene
la ventaja operativa de que se entrega a cosecha, en el lugar pactado (acopio/fabrica), sin
necesidad de almacenarlo. Se le descuenta el costo del flete al puerto de referencia, con
independencia del lugar de entrega fisica de la mercaderia. Existen actualmente unas 1.500
empresas elaboradoras de pasta, de las cuales el 95% son PYMES, mientras el 5% restante

corresponde a grandes empresas (http://www.alimentosargentinos.gov.ar/). Agrondmicamente, el

cultivo de candeal resulta interesante para complementar al trigo pan dentro de la rotacion. Se lo
incluye en los mejores ambientes para optimizar el manejo del nitrogeno, ya que el trigo candeal
debe tener un alto porcentaje de proteina y de gluten. Los problemas mas frecuentes de calidad
que se presentan en las subregiones trigueras IV y V sur son la merma en el porcentaje de

proteina en grano y el escaso color amarillo de sus sémolas.

1.4 Consumo, produccion y exportacion

En 2013 la molienda nacional de trigo candeal alcanz6 las 267.000 tn (Lezcano, 2014). El
consumo anual de pastas es de 8,3 kg por persona por afio, aunque esta cifra incluye pastas
elaboradas con trigo pan y trigo candeal, ya que no hay datos oficiales disgregados para cada
especie (Tabla 1). La empresa Molinos Rio de la Plata lidera el mercado interno y triplica la
produccion de su competidor mas cercano. Su marca de fideos Matarazzo representaba el 14,4 %
del volumen de ventas en 2011. La apariciéon de la Cia. Molinera del Sur en Bahia Blanca
(Buenos Aires), principal exportadora de sémolas del pais y el afianzamiento del Molino Tres

Arroyos (que elabora fideos de excelente calidad), colaboran a su estabilidad. Estudios realizados

14



Introduccion

aseguran que el consumo de pastas puede duplicarse en los proximos afios, ya que los
consumidores buscan platos saludables, nutritivos, faciles de cocinar y con buena relacion

precio-beneficio (Lezcano, 2013).

Tabla 1 Consumo de pastas en el mundo Fuente: IPO Annual Survey on World Pasta Industry (2014).
Pais/Kg de pasta consumido por habitante por afio.

1. Italia | 253| [7.Iran 8,5
2. Tinez | 16| |8. Chile 8,4
|3. Venezuela ‘ 12,2‘ |9. Argentina |8,3
4. Grecia | 11,5 |10 Pera 8,2
5. Suiza | 9,2| [11. Francia 8.1
6. Estados Unidos | 8,8) |12. Alemania 8,0

Leyenda: En la Argentina un ciudadano promedio consumio alrededor de 8,3 kg de pasta en el afio 2014.

El cultivo de trigo candeal en Argentina tiene toda la potencialidad para volver a difundirse
frente a una sostenida demanda mundial por grano y/o sémolas de alta calidad. Es un mercado
que se debe recuperar, para convertir a la Argentina en abastecedor de Europa, América Latina y

el Norte de Africa.

1.5. Principales usos del trigo candeal en el mundo.

El trigo candeal se caracteriza por presentar un grano de gran dureza, razon por la cual se
obtienen sémolas de una granulometria mayor que las de las que resultan de harinas provenientes
de trigo pan. Este tipo de sémolas son destinadas principalmente para la elaboracion de pastas “al
dente” (pasta al estilo italiano), pastas alimenticias secas, que pueden ser prensadas (pastas largas
y cortas, nidos, roscas, etc.) 6 laminadas (lasafias, macarrones, spaghetti, vermicelli) y frescas.
Estos son los usos que le dan los habitantes de paises europeos y de América, mientras que en
paises orientales y del mediterraneo se usa este tipo de sémola en preparaciones de couscous o
trigo burgol y en preparacion de pan (Quaglia ef al., 1988) y postres (Seghezzo & Molfese,
1999). En Italia, Grecia y Francia se exige por ley usar sémolas de trigo candeal para la
elaboracion de pastas. Esta medida asegura una serie de propiedades y ventajas relacionadas con

la calidad del producto final, tales como sabor, textura y coccion. Como subproducto de la
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molienda del candeal se encuentra el semolin, que presenta una granulometria intermedia entre la
sémola y la harina y se utiliza para elaborar pastas como los fioquis, ravioles, sorrentinos y
algunos tipos de panes en las regiones mediterrdneas. En el Norte de Africa y en el cercano
oriente se consume el grano del candeal entero o partido (couscous) en comidas regionales o

étnicas.
1.6 Calidad de los granos del trigo candeal

1.6.1 ;Qué es calidad?

La palabra calidad proviene del latin “qualitas”, que significa atributo, propiedad o naturaleza
basica de un objeto. En la actualidad, es utilizada como sinénimo de “grado de excelencia o
superioridad”. Bajo esta definicion, un producto es de mejor calidad cuando es superior en uno o
varios atributos que son valorados objetiva o subjetivamente. La calidad de los granos esta sujeta
a la composicion final de los mismos y depende de factores genéticos, ambientales, interaciones
genético-ambientales, agrondémicos, botanicos, ecofisioldgicos, bioquimicos y determinantes de

los procesos industriales.

1.6.2 Calidad del trigo candeal.

El uso final que tendra un lote particular de granos se encuentra asociado a su composicion. Por
lo tanto, la definicion de calidad depende del uso que se dard al producto y se encuentra
determinada por los requerimientos especificos de aquellos que desean moler, procesar o ingerir
un grano determinado. Los mercados de granos cada vez son mas especializados y existira, en el

futuro, mayor presion para obtener granos de calidad elevada y estable.

El genotipo va a condicionar la calidad y cantidad de proteina del grano, las propiedades
especificas del almidon, la dureza, el rendimiento molinero, la resistencia al brotado en espiga, el
color del pericarpio, la calidad del gluten, el color de las sémolas y la reologia de las masas. El
ambiente, por su lado, va a tener mayor influencia en la sanidad del cultivo, el ciclo y la madurez
del cultivar, el porcentaje de proteina del grano, el dafiado del grano a cosecha, la humedad final

y el porcentaje de vitreosidad.
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La constitucion del grano de trigo candeal permite lograr un balance 6ptimo entre tenacidad y
extensibilidad, logrando formar una red fibrosa y elastica, que evita las deformaciones durante el
secado de las pastas y también una mayor resistencia a la coccidon, minimizando la extraccion de
almidén y por ende el “pegado” de los productos. Se considera al contenido de proteina en el
grano, la fuerza, la elasticidad del gluten, la vitreosidad (Troccoli ef al., 2000) y el color como
los principales factores involucrados en la calidad de la sémola del candeal que, en definitiva,
redundan en las cualidades reoldgicas de la masa. La industria fideera prefiere los granos vitreos

debido a su correlacion positiva con el porcentaje de proteina y el rendimiento de sémola.

1.6.3 Contenido de pigmentos carotenoides (CPC).

El color amarillo de la pasta, preferido por los consumidores (Tréccoli et al., 2000), esta dado en
gran parte por el contenido de pigmentos carotenoides (CPC) presentes en los granos, xantofilas
luteina y flavonoides. El color caracteristico de la sémola es la resultante de la combinacion de
dos procesos: la biosintesis de los carotenoides y la degradacion oxidativa de estos pigmentos
por enzimas lipoxigenasas (LOX) durante el amasado. Ademas, por la acciéon de las enzimas
peroxidasas (POD) y polifenol oxidasas (PPO) presentes en el grano (Roncallo ef al, 2009), se
produce el amarronamiento de la sémola, siendo este ultimo un proceso que se trata de evitar
porque afecta el color amarillo. La oxidacion del 4cido linoleico en presencia de otras sustancias
facilmente oxidables, tales como betacaroteno, xantofilas y clorofilas, puede dar como resultado
la oxidacion acoplada de esas sustancias y la subsecuente degradacion de dichos pigmentos
(Roncallo et al., 2009). La peroxidacion de los lipidos insaturados es la reaccidon primaria,
mientras que el blanqueado de los pigmentos es una reaccion acoplada, ocasionada por los
radicales libres, productos intermedios en la peroxidacion (Garbus et al., 2009). En trigo candeal,
la expresion de los caracteres que determinan el color, como el contenido de B-caroteno, el indice
de amarillez y la actividad de lipoxigenasas, esta determinada en gran medida por el genotipo
(Borrelli et al., 2008). El color amarillo presente en la sémola y en la pasta es, por tradicion, un
parametro de calidad, que era asumido como un caracter no funcional, pero si de eleccion de los
consumidores, al estar asociado con el uso exclusivo de sémola de trigo candeal. Recientemente,
esta idea ha cambiado y no solo se considera importante el color amarillo por su aspecto visual,

sino que también es un atributo de importancia a nivel nutricional, que otorga beneficios para la
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salud debido a que algunos pigmentos carotenoides tienen actividad pro vitaminica A, vinculada
con la prevencion de diversas enfermedades degenerativas humanas. El color amarillo en la pasta
puede incrementarse a través del mejoramiento genético, seleccionando genotipos portadores de
genes para alto CPC y baja actividad de enzimas oxidativas, aunque también puede lograrse por

el agregado de otras sustancias.

1.6.4 Biosintesis de pigmentos carotenoides

El color de las frutas y vegetales estd determinado principalmente por tres familias de pigmentos,
clorofilas, carotenoides y antocianinas, que son responsables de la coloracion verde, roja-
amarilla y azul-violeta, respectivamente. Estos pigmentos cumplen una funcion observable, al
actuar en la atraccion de vectores que actiian en la diseminaciéon de las semillas y frutos,
asegurando asi el éxito reproductivo y la perpetuacion de la especie. Estos colores llamativos han
sido seleccionados en el transcurso de la evolucion y han ayudado a la fijaciéon de otros

caracteres.

Los carotenoides, después de las clorofilas, son los pigmentos presentes en los seres vivos mas
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estan presentes en el reino vegetal, en tejidos
fotosintéticos como no fotosintéticos (siendo responsables del color amarillo, naranja y rojo de la
mayoria de los frutos) las bacterias, algas, hongos y animales. Los animales no pueden
sintetizarlos y los incorporan a través de la dieta. Los carotenoides son, estructuralmente, los
unicos tetraterpenos naturales, derivados de la union de ocho unidades de isopropeno que origina
un esqueleto de 40 atomos de carbono. Se les clasifica en dos grandes grupos: carotenos
(estrictamente hidrocarburos) y xantofilas, derivadas de los anteriores por incorporaciones de
funciones oxigenadas. Los carotenoides pueden presentar estructura aciclica, como el licopeno o
ciclica de cinco o seis carbonos en uno o ambos extremos como el B-caroteno. Se presentan en
conformaciones cis/trans, dado el gran nimero de dobles enlaces de la cadena polienoica central,

siendo la forma #rans la mas estable y presente en la naturaleza.

Los carotenoides se encuentran en las células vegetales en el interior de los cloroplastos y
cromoplastos. El gran complejo de dobles enlaces conjugados de la cadena polienoica de los

carotenoides conforma un cromoforo, estructura responsable de la absorcion de luz visible y por
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lo tanto, del color del compuesto, que, al absorber luz da lugar a los llamativos y caracteristicos

colores de estos compuestos.

Aunque el esquema general de la biosintesis de carotenoides se conoce desde hace mas de tres
décadas (Figura 14), la descripcion molecular solo fue posible con la identificacion y clonacion
de los genes de las enzimas involucradas (Hirschberg, 2001). La mayoria de los genes que
codifican para enzimas criticas que participan en esta via en plantas han sido clonados (Fraser &
Bramley, 2004). También se los conoce en levaduras, bacterias y algas (Yan et al., 2005). La
principal via metabdlica es comun para la mayoria de las especies carotenogénicas e involucra
mas de diez pasos (Yan et al., 2005). La primera enzima involucrada es la fitoeno sintasa (PSY),
que une dos moléculas de geranil-geranil pirofosfato para formar fitoeno (Cunningham & Gantt,
1998), seguida por la fitoeno desaturasa (PDS) que produce {-caroteno y la {-caroteno desaturasa
(ZDS), cuyo producto es el licopeno (Colasuonno et al., 2017). El licopeno es el sustrato de dos
ciclasas, la licopeno-g-ciclasa (eLcy) y la licopeno-B-ciclasa (BLcy), que catalizan la formacion
de diferentes carotenoides que, a través de subsecuentes modificaciones, dan lugar a la
formacion de luteina y/o carotenos (Fraser & Bramley, 2004). Este esquema se mantiene en
todos los organismos que producen este tipo de pigmentos, con algunas modificaciones (Sun et
al., 1998; Arrach et al., 2001; Rosati et al., 2000). La enzima PSY seria el paso limitante de la
reaccion (Lindgren et al., 2003; Cunningham & Gantt, 2001; Cunningham, 2002; Naik et al,,
2003). Dos genes funcionales para esta enzima, Psyl/ y Psy2, fueron identificados en arroz
(Oryza sativa L.), maiz (Zea mays L.) y trigo pan (Triticum aestivum L.) (Gallagher et al 2004).
PSY1 estaria relacionada con la acumulacion de carotenoides durante la etapa de llenado de los
granos. En el endosperma de maices amarillos se han detectado mayores niveles de transcriptos
de Psyl que en el endosperma de arroz blanco (Gallagher et al., 2004). La identificacion de los
genes involucrados en la sintesis de carotenoides ha posibilitado la manipulacién genética de esta
via en plantas (Ye et al., 2000; Dongliang et al., 2007). A pesar de que se han realizado varios
ensayos exitosos en la ingenieria metabolica de carotenos en plantas cultivadas, el mayor
problema aun sin resolver es como incrementar el flujo de precursores metabolicos hacia la

sintesis de los carotenoides sin afectar otras vias metabolicas relacionadas (Botella-Pavia et al.,
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2004).Dentro de la Figura 14, en el recuadro marcado con una flecha, se muestra la enzima ZDS,

debido a que el gen que codifica para esta enzima fue objeto de estudio de esta tesis.

CIMAPT

Pinavaro o Y EEE—
i DXS DXR ,<: ¢ — % OPP—) GGPP
GA3P

1P i

Fitoflueno

C ]:il.-::-urn B
.

OIS COTL | 3
PR —

f" Cecarmienn
%
L5, CRTI p¥

PDS, CRTI

C Meurosporeno )

CRTISO, CRTI ¢y
LCY-E : ; _Ei‘r'-ﬂ
LCY-E
LCY-B r
( E.E-carorena N ( Ci-Caratens i 4 [-carotcna )
r, S L
HYD-E ¥ HYD-B v
A-CTIPraganiina [Lenproxantina )
ok C ol
HYD-B b4 HYD-B h
Luteina -\' "; Leaxaniing _)

S i
VIE ,L T‘x:m

Anteraxantina

VDE ¢ T ZEP

Vialaxantina

v

Figura 14. Ruta de biosintesis de carotenoides (modificado de Naik et al., 2003; Enfissi et al.,
2006; Jiket al., 2009).

1.6.5 Distribucion de carotenoides en el grano.

Aunque el embrion es el lugar de mayor concentracion de carotenoides en el grano de trigo, éste

solo comprende el 3-5% de la harina integral (Panfili e al., 2004). El endosperma almidonoso
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posee una concentracion menor de carotenoides pero representa el 80% del grano (Ficco et al.,
2014). En consecuencia, la concentracion de carotenoides en el endosperma es la que
mayormente influye sobre el valor total. El tipo de pigmento también difiere en los distintos
sectores del grano. El a- y B- caroteno y la zeaxantina estan principalmente localizados en el
embrion mientras la luteina, el pigmento més abundante, esta igualmente distribuido a través del
grano (Panfili ef al., 2004). En los paises menos desarrollados, la molienda a mano reemplaza a
la molienda industrial y esto hace que partes del embrion se incluyan en la harina, incrementando
la concentracion de carotenoides. Sin embargo, el contenido de aceite de este tejido acelera el
enranciamiento e incrementa el contenido de enzimas oxidantes, reduciendo el tiempo potencial
de almacenamiento de la harina (Humphries et al., 2003). La distribucion de carotenoides entre
los distintos grupos de plantas no presenta un patréon Unico. En verduras, el contenido en
carotenoides sigue el modelo general de los cloroplastos de todas las plantas superiores, siendo
generalmente luteina, B -caroteno, violaxantina y neoxantina, en este orden, los mayoritarios. En
pequefias cantidades se encuentran zeaxantina, -caroteno, criptoxantina y anteraxantina. En
frutos, las xantofilas suelen encontrarse en mayor proporcidon, aunque en algunos casos, los
pigmentos mayoritarios son carotenos, como es el caso del licopeno del tomate. En los animales,
los carotenoides son incorporados a través de la dieta y se almacenan en el tejido adiposo sin

transformarse.

1.6.6 Valor nutricional de los pigmentos carotenoides y biofortificacion

El trigo es un alimento humano basico que aporta cantidades significativas de proteina y
carbohidratos dietarios, y es también un recurso valioso de compuestos antioxidantes (Andlauer
& Furst, 1998; Baublis et al,. 2000; Miller et al., 2000). La concentracién de carotenoides en
trigo pan es baja (desde 0,1 a 2,4 mg/g), pero es mas abundante en trigo candeal (1,5 a 4,0 mg/g),
donde el color amarillo de la sémola y la pasta es percibido como un carécter de calidad (Hidalgo
et al., 2006). Por lo tanto, un aumento en la cantidad de estos compuestos en los granos de trigo
aumentaria el valor nutricional de sus productos. Como ejemplo, puede citarse la incorporacion
de tres genes de la sintesis de -caroteno al arroz, por transgénesis, dando origen al llamado arroz

dorado, que cuenta con mejores propiedades nutricionales. En el proceso de biofortificacion con
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carotenoides de los cultivos, ya sea mediada por mejora vegetal cldsica o asistida por ingenieria
genética, un paso imprescindible es la caracterizacion exhaustiva del perfil de estos pigmentos
existente en el vegetal. Este conocimiento facilita la exploracién del metabolismo de los mismos,
siendo este aspecto finalmente lo que se persigue. Los estudios dirigidos a mejorar la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de carotenoides en cereales se beneficiaran, sin duda, del
conocimiento asi generado, facilitando la orientacion y recomendaciones al consumidor sobre la

adecuacion de los habitos de procesado y consumo de los alimentos basicos.

Desde un punto de vista nutricional, se puede definir un antioxidante como aquella sustancia
presente en los alimentos que disminuye significantemente los efectos adversos de especies
reactivas como las del oxigeno y el nitrégeno, en condiciones fisiolégicas normales en humanos
(Bendich, 2000). Los carotenoides reducen el dafio oxidativo sobre las membranas bioldgicas.
Los simples y dobles enlaces repetidos en la cadena poliénica determinan sus propiedades
antioxidantes, mientras que la presencia de grupos polares afectan su interaccion con las
membranas celulares (Carranco et al., 2011). Act@ian secuestrando radicales peréxido que estan
involucrados en ciertas enfermedades humanas y en los procesos de envejecimiento (Olson &
Kobayashi, 1992, Rousseau et al., 1992, Van Poppel ef al., 1993). La actividad antioxidante de
estos pigmentos depende de una serie de factores, como su estructura quimica, su concentracion,
la presion parcial de oxigeno o su interaccion con otros antioxidantes, sobre todo las vitaminas C
y E. En un principio estos estudios se llevaron a cabo basandose principalmente en el B-caroteno;
el mecanismo de la actividad antioxidante de este compuesto esta relacionado con su caracter

hidrofébico y con su capacidad para secuestrar el oxigeno sobrante y desactivar radicales libres.

1.7 Caracteres estudiados

El desarrollo del trabajo experimental que dio lugar a esta tesis, involucrd el analisis de los
parametros, peso hectolitrico, peso de mil granos y color de los trigos cultivados, clasificados
como caracteres cuantitativos (Moss, 1967). Se entiende por caracter cuantitativo aquel que es
consecuencia de una base genética compleja, en la que lo habitual es la accion conjunta de varios

genes, modulada por el ambiente en que dichos genes se expresan.
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1.7.1 Peso hectolitrico (PH) y peso de mil granos (PMG).

El peso hectolitrico es el peso de un volumen de 100 litros de trigo expresado en kilogramos por
hectolitro. Se trata de un factor primordial en la clasificacion comercial del trigo candeal, ya que
es facil de medir y se asocia positivamente con la solidez de los granos y atributos de
procesamiento tales como el rendimiento de la sémola, el cual estd influenciado directamente por
el tamafio del grano, la forma y la eficiencia de embalaje, e indirectamente por factores
ambientales tales como la resistencia a enfermedades durante la germinacion/desarrollo y estrés
por agua y/o calor. El PH es, por lo tanto, un importante criterio de seleccion en los programas
de mejoramiento de trigo candeal. Las mediciones usualmente requieren de 250-1000 g de
granos limpios. Dado que se refiere a la cantidad de granos que ocupan un hectolitro, es un
parametro para la comercializacion de granos, almacenaje y transporte, porque traduce la
cantidad de materia seca de grano que hay en un volumen determinado. Cada una de las

variedades tiene un PH especifico y su uso es muy frecuente en cereales.

Tradicionalmente, un bajo PH esta asociado con un bajo rendimiento de harina. Muchos trabajos
han informado una elevada y positiva correlacion entre un PH alto y un alto rendimiento de
sémola (Marshal ef al., 1986; Barmore & Bequette 1965). Un PH elevado se asocia comunmente
con granos vitreos. El PH es afectado por el genotipo (forma y tamafio de la semilla) y diversos
factores ambientales tales como enfermedades e insectos, que pueden causar rotura de los granos
(Roth et al., 1984; Blum et al., 1991; Saadalla et al., 1990). El PH es altamente heredable, con
valores que van de 0,48 a 0,98 en trigo pan (Ghaderi & Everson, 1971; Teich et al., 1984;
Jalaluddin & Harrison, 1989) y de 0,94 a 0,97 en trigo candeal, (Nachit et al., 1995a).

Con la excepcion de una asociacion negativa con plantas de baja altura, las correlaciones de PH
con otros caracteres favorables suelen ser neutrales o positivas (Wells 1984; McClung 1985;
Vallega 1985; Allan 1986; Marshall et al. 1986; Jalaluddin & Harrison 1989). Dexter et al.
(1987), utilizando muestras comerciales de trigo candeal encontraron que el rendimiento de la
sémola se asociaba positivamente con el PH (1* : 0,47 a 0,53) y el PMG (r* : 0, 46 a 0,49). Sin
embargo, un estudio con 22 cultivares de trigo candeal cosechado en 48 ambientes en Italia,
arroj6 asociaciones débiles entre el rendimiento de sémola y el PH (1*:0,20) y el PMG (1*:0,28)
(Novaro et al,. 2001).
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El PMG es un indicador del rendimiento de la harina, ya que el porcentaje de endosperma en
granos de trigo de una misma variedad es normalmente mayor en granos mas grandes. Dentro de
las variedades de trigo candeal, el PMG puede variar entre 20 y mas de 60 gramos. Un elevado
PMG es un caracter deseable para la molienda y el procesamiento de la sémola. E1 PMG es
afectado por el medio ambiente durante el llenado del grano, y por el numero de espigas y de
espiguillas fértiles por espiga. Se ha estimado que el nimero de genes que afectan este caracter
varia de 1 a 4 o mas en diferentes cruzamientos (Breseghello et al., 2006). Roncallo et al., 2012
estimaron heredabilidades en sentido estricto de intermedias a altas. Esto indica la alta
participacion del efecto genético en el PMG. Este caracter se ve afectado por enfermedades
como royas (Singh et al. 2004; Ferndndez et al. 2002) y también por factores ambientales como
las precipitaciones, lo que conlleva a la reduccion de la calidad comercial y pérdidas economicas
a los productores (Gan et al. 2000). Elouafi & Nachit (2004) identificaron dos QTL mayores
para el PH en un cruzamiento de trigo candeal X 7. dicoccoides, que explico el 29% de la
variacion genética y cinco QTL para el PMG, que representaban el 25% de la variacion genética.
McCartney et al., (2005) encontraron 10 QTL para el PH y 6 para PMG en trigo pan. Estos
estudios confirman que las heredabilidades de PH y PMG en trigo candeal son altas y las
diferencias relativas producidas por el genotipo son razonablemente estables sobre los ambientes.
Por lo tanto, ambos caracteres pueden seleccionarse en generaciones iniciales con una
expectativa de ganancia genética. Ambos caracteres parecen estar controlados o influenciados
por un gran numero de factores genéticos, lo que complica los esfuerzos para el desarrollo de
marcadores de ADN como una herramienta de seleccién para estos caracteres (Clarke et al.,

2009).

1.7.2 Color amarillo de la harina

Existe una gran diversidad genética para el color de la harina, donde las variaciones en el brillo
(CIE L*) se deben principalmente a factores ambientales, mientras que el amarillamiento es
afectado predominantemente por el genotipo (Schulthess et al. 2013). El niimero y tipo de
relacion entre los genes involucrados en el CPC no ha sido completamente dilucidado. Uno de
los primeros estudios encontrd en algunos cruzamientos la participaciéon de més de tres genes

(Braaten et al., 1962). Otros, informaron la presencia de uno o dos pares de genes mayores
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involucrados en la expresion del CPC en la harina (Bhatt & Mcmaster, 1976). Mas
recientemente, Clarke et al. (2006) informaron que el nimero de genes involucrados en el CPC
vari6 entre 3 y 27, segtn los progenitores usados en los cruzamientos y los ambientes en que se
llevéd a cabo el andlisis. Santra et al. (2005) concluyeron que la herencia del contenido de B-
caroteno esta gobernada por al menos dos genes mayores y dos o tres genes menores con efectos
modificatorios, observandose interacciones epistaticas aditiva x aditiva, aditiva x dominante y
dominante x dominante en una de las cruzas. Sin embargo, otros autores no encontraron
evidencias de efectos génicos epistaticos (Lee et al., 1976; Johnston et al., 1983). Todos estos
estudios sugieren que la concentracion de pigmentos es controlada en forma poligénica.

Los valores de heredabilidad informados para el CPC y el color amarillo (Minolta CIEb*) son
moderados a altos (Braaten ef al., 1962; Bhatt & Mcmaster, 1976; Johnston et al., 1983; Nachit
et al., 1995; Parker et al., 1998; Mares & Campbell, 2001; Elouafi et al., 2001; Santra et al,
2005; Clarke et al., 2006 Schulthess et al., 2013, Colasuonno et al., 2017). Se han hallado
evidencias de interaccidon genotipo x ambiente (Schulthess et al., 2013)). Aunque existe una leve
preponderancia de efectos génicos aditivos (Elouafi et al., 2001; Clarke et al., 2006), se
observaron también efectos no aditivos sobre la concentracion de pigmentos (Lee et al., 1976).
Algunos estudios sugieren la presencia de genes mayores sobre los cromosomas 2A y 2BDong et
al., 2007). Por otro lado, un bajo CPC fue heredado como caracter dominante en nimerosas

cruzas (Santra et al., 2005).

El andlisis de la distribucion de frecuencias para color amarillo (CIE b*) y CPC en los
cruzamientos facilita la identificacion de genotipos destacados y es de utilidad en la seleccion
fenotipica. La herencia del CPC y CIE b* demostré ser transgresiva bidireccional en trigo
candeal (Bhatt & Mcmaster, 1976; Johnston et al., 1983; Clarke et al., 2006; Roncallo et al.,
2012, Roncallo et al., 2016) y trigo pan (Parker et al., 1998; Mares & Campbell, 2001). También
se observo herencia transgresiva negativa en ambientes estresantes (Elouafi et al., 2001; Santra
et al., 2005; Clarke et al., 2006). La segregacion transgresiva se explica por la presencia de
genes/QTL de efecto antagonico en ambos parentales. Se observd que el nimero de individuos

transgresivos varia entre ambientes (Clarke et al., 2006).
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Segun informaron Santra et al. (2005), la distribucion de frecuencias para el CPC en poblaciones
F, no fue normal y estuvo orientada hacia el parental con menor valor para el caracter. Por otro
lado, Clarke et al. (2006) identificaron cruzas que exhibieron una distribucién normal. En trigo
hexaploide, se encontr6 que la distribucion del color de la harina (CIE b*) en una poblacion de
RILs fue bimodal en un ensayo y normal en otros dos (Parker et al., 1998). Esto indicaria que el
comportamiento de estos dos caracteres depende de las cruzas y los ambientes evaluados, por lo
que sera necesario profundizar su estudio para lograr comprender su complejidad. Schulthess et
al., (2013) encontraron en una coleccion de 18 cultivares de trigo candeal analizados en 30
ambientes de Chile que el andlisis de varianza sobre los ambientes mostraba efectos altamente
significativos para genotipo, ambiente y su interaccion sobre los caracteres CPC, CIE b*, CIE L*
y PMG. Las heredabilidades en sentido estricto (hz) fueron de 0,82, 0,82, 0,48 y 0,07 para CPC,
CIE b*, CIE L* y PMQG, respectivamente.

Comparaciones entre ambientes regados y sin regar mostraron efectos significativos sobre el
peso del grano y al menos en dos de los caracteres de color asociados. El color amarillo de la
sémola (determinado por espectrofotometria o colorimetria) tiene una heredabilidad media a alta
y es influenciado por el genotipo con valores medios a altos (Nachit et al., 1995; Clarke et al.,
2006; Digesu et al., 2009), pero también es influenciado por el ambiente (Bilgin et al., 2010;
Roncallo et al., 2012) y por las interacciones genotipo x ambiente (GXE) y los componentes del
ambiente (Nachit et al., 1995; Taghouti et al., 2010; Roncallo ef al., 2012). Adicionalmente, el
amarronamiento o bajo brillo es altamente influenciado por el ambiente (Autran et al., 1986) a
nivel de sémola (Roncallo ef al., 2012), con un alta significancia de interaccion GXE (Roncallo et
al., 2012) y valores medios a altos en la heredabilidad a nivel de sémola (Digesu et al., 2009;

Roncallo et al., 2012).

1.7.3 Pérdida del color por degradacion enzimatica de pigmentos

Un elevado contenido de carotenoides en la sémola no garantiza un buen color de la pasta.
Durante el procesamiento se produce la pérdida de pigmentos y, por consiguiente, del color
amarillo de la pasta, debido a la accidén de enzimas oxidativas como las lipoxigenasas (Gargus et
al., 2009), peroxidasas y polifenol oxidasas (Melendez et al., 2004). Otros factores relacionados

con la pérdida de color son el contenido de proteina, que produce coloraciéon marrén de la sémola
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(Colasuonno et al, 2017) y el contenido de cenizas (Sissons, 2004), aunque su efecto es
secundario (Borrelli ef al., 1999). Se ha demostrado que existe una distribucion desigual en el
grano de las enzimas oxidativas que afectan el color de la sémola (Rani ef al., 2001). Los
procesos tecnoldgicos de eliminacion del salvado tienen un gran impacto sobre las actividades de
LPX, POD y PPO, localizadas principalmente en las capas externas del grano (Borrelli et al.,
2008).

1.7.4 Enzimas de la via de biosintesis de pigmentos carotenoides

1.7.4.1 La enzima fitoeneo sintasa y su relacion con el color amarillo del endosperma del

grano del trigo candeal

La enzima fitoeneo sintasa (PSY) cataliza la dimerizacion de dos moléculas de difosfato geranil-
geranil (GGDP) en fitoeno (Figura 14), siendo este el primer paso en la sintesis de la provitamina
A (Dogbo et al., 1988). Por ello, PSY es considerada la enzima limitante en la acumulacion de
carotenoides en las semillas (Lindgren et al., 2003). En trigo solo se expresa en el endosperma
(Toenniesesen, 2000). PSY introduce un doble enlace central 15-Z durante la eliminacion de
hidrogeno (Cunningham & Gantt, 1998). El fitoeno pasa luego por cuatro etapas secuenciales de
desaturacion, produciendo compuestos intermedios como neurosporeno, zetacaroteno (C-
caroteno), y licopeno (en las plantas y las cianobacterias, estos pasos son catalizados por dos
enzimas, la fitoeno desaturasa (PDS) (Bartley et al., 1991) y (-caroteno desaturasa (ZDS)

(Albrecht et al., 1995), que media dos desaturaciones.

El gen Psyl se duplicé durante la evolucion de las angiospermas, resultando en dos genes
paralogos (Psyl y Psy2) en las dicotiledoneas, mientras que las monocotiledoneas presentan una
copia adicional, resultando en los genes Psyl, Psy2 y Psy3 presentes en los genomas de las
gramineas (Dibari et al., 2012). El gen Psyl contiene 6 exones y 5 intrones en trigo pan, trigo
candeal y especies relacionadas como maiz, arroz (Wang et al., 2009), y otras gramineas (género
Sorghum, Tripsacum, y Zea) (Fu et al, 2009). El tamafio de los exones 2, 3, 4 y 5 esta
conservado en las gramineas, no asi el de los intrones (He et al., 2008; Fu et al., 2009, He et al.,

2009a; Singh et al., 2009, Wang et al., 2009).
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La magnitud de la influencia del loci de Psyl en el endosperma amarillo del trigo es erratica
(Schulthess, 2013). Segun los resultados de Schulthess, (2013) el contexto experimental
especifico afecta este caracter. Los porcentajes de explicacion de la variabilidad para el
endosperma amarillo en relacidon con el locus Psy/A han sido bajos (< 10%) (Ravel et al., 2013),
medianos (10-30%) (He et al., 2008; Zhang et al., 2009; Ravel et al., 2013), altos (30-50%)
(Zhang et al., 2009) y muy altos (> 50%) (Howitt ef al., 2009) en trigo pan. Paralelamente, los
valores para trigo candeal van de medios (10-30%) a altos (30-50%) y muy altos (> 50%)
(Blanco et al., 2011). Psylb presenta porcentajes de variabilidad para endosperma amarillo muy
altos (> 50%) en trigo pan (Ravel ef al., 2013), bajos (< 10%) y medios (10-30%) (Zhang et al.,
2008; Roncallo et al., 2012) en trigo candeal.

Con respecto a las variantes alélicas de los loci Psyl, la base de datos de recursos genéticos
Komugi de trigo (Komugi, 2012) muestra que dieciocho, quince y trece variantes alélicas se han
informado hasta la fecha para PsylA, PsylB y PsylD, respectivamente. Adicionalmente,
estudios de asociacion genotipo-fenotipo han investigado los efectos de algunas variantes
alélicas de Psy2 en el endospema amarillo usando diferentes germoplasmas de trigo candeal y

pan.

1.7.4.2 ({)-Caroteno desaturasa y sus variantes alélicas asociadas al color amarillo en el

endosperma del grano del trigo candeal

(- caroteno desaturasa es una enzima clave en la ruta de biosintesis de los carotenoides. Esta
enzima cataliza la deshidrogenacion de C-caroteno para producir Neurosporeno en plantas (Park
et al., 2002). El gen ZDS fue aislado por primera vez de Anabaena sp. (Linden et al., 1994) y
Capsicum annuum L. (Albrecht et al., 1995). El gen ZDS de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
fue expresado con éxito en Escherichia coli (Bartley et al., 1999), demostrando que ZDS es un
gen funcional, que codifica la enzima ZDS (Dong et al., 2007). Cenci et al. (2004) utilizando una
libreria de BACs de T. turgidum L. var. durum, localizaron los genes ZDS en los cromosomas 2A
y 2B. Los genes ZDS de maiz y arroz fueron mapeados en el cromosoma 7 (Wong et al. 2004;
International Rice Genome Sequencing Project 2005). Debido a que en maiz y arroz el

cromosoma 7 es colineal con el grupo de cromosomas 2 de trigo (Gale & Devos 1998), los genes
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ZDS en trigo fueron asignados al grupo 2 de cromosomas. Zhang et al. (2011) clonaron el gen
ZDS en trigo pan, nombrandolo 7aZds-D1 y, utilizando un set de lineas nulitetrasomicas de
Chinese Spring, lo mapearon en el cromosoma 2D. También encontraron un QTL en el
cromosoma 2A de trigo pan utilizando una poblacion doble haploide (DH) proveniente de la
cruza Zhongyou 9507 X CA9632. El andlisis de ligamiento mostré que este QTL co-segregaba
con el marcador YP24-1, desarrollado a partir de la secuencia codificante de TaZds-A1l. Los
genotipos TaZds-Ala se asociaban con un menor CPC, mientras que TaZds-Alb se
correlacionaba con un mayor CPC. Hasta el momento para trigo candeal no existen

publicaciones acerca de la secuencia codificante de este gen.

1.8 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia notipica controlada
genéticamente. Se puede considerar que cualquier molécula, orgdnica o inorgéanica, que sea
caracteristica de un organismo o proceso sea un marcador. Los marcadores idoneos son los de
ADN, siendo valido cualquier fragmento que se encuentre muy cerca del gen o de la secuencia
de interés y que logicamente no afecte al cardcter en estudio (SIDTA 1999). Para Valadez &
Kahl (2000) un marcador se refiere a cualquier molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o
peso molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacion de las mismas
utilizando electroforesis o cromatografia, y un marcador genético como cualquier gen cuya
expresion permite un efecto fenotipico que puede ser detectado facilmente. Los marcadores
moleculares que detectan variacion en el ADN genomico se pueden agrupar segun su modo de
accion en marcadores de hibridacion de secuencias (RFLP), marcadores de amplificacion de
secuencias utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tales como RAPD, SSR,
AFLP y marcadores basados en secuenciacion, tales como los SNPs y Chips de ADN. La
seleccion del marcador molecular a utilizar depende del objetivo del estudio, de las facilidades
disponibles en el laboratorio, del costo, y de su poder de discriminacién, se consideran
herramientas utiles que han servido de base para la identificacion de especies, cepas, hibridos,
analisis de diversidad genetica, construccion de mapas genéticos, mapeo genetico, seleccion

asistida, biologia evolutiva, ecologia molecular, genética de la conservacion, determinacion de
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paternidad, etc. (Hayward et al., 2015). En la Tabla 2 se muestran aquellos mas comtinmente

usados en plantas.

Tabla 2. Tipo de marcadores moleculares frecuentemente utilizados en vegetales.

- Uso de
Nognllyre Tipo de (;an;g;:qd Mivel de Enzimas Cebadores Product Visualizacis
& marcador &AL polimorfismos de (Primers) roducto Isualizacion
marcador requerido .
resiriccion
Electroforesis e
hibridacién de
Fraomentos de fragmentos con
RFLP  Codominante Alta Bajo Si No disli%ta lonaitud secuencias
g homologas
marcadas
. radiactivamente
Unico, corto .
RAPD Dominante Baja Bajo No (10 bases) y FESE%T?;EE E;?:Strgf;;eﬂfoiz
aleatorio - g 9 S
Atiapt:::lg;es Subpoblacion de Elect?lf;sr eds;s &n
AFLP Dominante Media Medio Sl ripmers fragmentos de oligcn'lamidﬂ
prim distinta longitud P I
especificos capilaridad
:'?r; gfs Secuencias Electroforesis en
S5R Codominante Baja Alto No especificos rff:{:':f d‘:n poligilrﬁzni? da /
e diferente longitud capilarnidad
bases)
Alelo
) . - especificos Fragmentos de Electroforesis en
ik = Baja Bajo = basados en distinta longitud  geles de agarosa
secuencias
Electroforesis en
SNP Codominante Baja Alto No si U geles de

simple S
P poliacrilamida

Amplificacion de Fragmentos polimorficos (AFLP)

Esta técnica combina el corte del ADN con enzimas de restriccion usadas en RFLP y la
amplificacion in vitro usada en PCR (Vos et al., 1995). En el procedimiento general, el ADN de
doble cadena es digerido con enzimas de restriccion a la cual se agregan adaptadores o cebadores
en sus extremos para generar templados de ADN para su amplificacion. La secuencia de los
adaptadores y el sitio de restriccion adyacente sirven de partidor para la siguiente amplificacion
de los fragmentos de restriccion por PCR. Posteriormente, se agregan nucleotidos selectivos al
término 3 de los partidores del PCR. De esta manera, solamente un subgrupo de fragmentos de
restriccion son reconocidos y selectivamente amplificados. Finalmente, el subgrupo de
fragmentos amplificados es analizado en geles de poliacrilamida donde se generan los patrones
electroforéticos o “fingerprinting”. Las principales ventajas de los AFLP incluyen un alto a
medio numero de polimorfismo, buena cobertura del genoma, herencia Mendeliana dominante,
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una base molecular de los polimorfismos mas compleja (alteracion de la secuencia de
nucleotidos, mutaciones que alteran los sitios de restriccion, inserciones, pérdidas, inversiones
entre sitios de restriccion), y un niimero de muestras alto por analisis. Su principal desventaja es

que es un procedimiento moderadamente dificil de realizar y relativamente caro.

1.9 Identificacion de loci asociados a caracteres cuantitativos (QTL) en poblaciones

biparentales.

En el camino de la mejora genética para ubicar y potenciar caracteres de interés como el CPC,
PH y PMG se trabajo con diferentes marcadores genéticos y se ha concluido que estos caracteres
generalmente presentan una herencia poligénica. Durante las Ultimas décadas se utilizaron
diferentes marcadores moleculares, siendo los caracteres morfologicos los primeros en utilizarse
como marcadores génicos y en la construccion de mapas genéticos. El uso extendido de
marcadores a nivel de ADN, basados en PCR, permitié obtener mapas genéticos con mayor
saturacion sobre los cuales identificar /oci asociados a caracteres cuantitativos (Quantitative
Traits Loci — QTL) de una manera mas precisa. En las plantas, la identificacion de QTL, por lo
general, se hace en poblaciones segregantes en las que se evaltian marcadores polimorficos, y
posteriormente se asocian a caracteres fenotipicos de interés (Kearsey & Farquhar 1998). Este
método es eficaz en la identificacion de QTL de caracteres para los cuales se han desarrollado
poblaciones biparentales, pero la resolucion de los QTL por lo general es pobre y entrega un
numero limitado de alelos. Ademas, pueden ser necesarias varias poblaciones para el analisis de
los caracteres de interés y esto se traduce en generar mas trabajo de fenotipado y genotipificacion

de cada una de estas poblaciones.

1.10 Mapeo Asociativo

El mapeo de asociacion (MA) busca identificar marcadores ligados a variaciones fenotipicas en
un cardcter de interés a partir de una muestra de individuos, sobre la base del desequilibrio de
ligamiento observado en poblaciones estructuradas como pueden ser poblaciones naturales,
colecciones de germoplasma, lineas o variedades elite de un programa de mejoramiento, etc. En

el ultimo caso, la informacion derivada de estos experimentos deberia ser facilmente aplicable al
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mejoramiento de cultivos ya que se trataria de la identificacion de QTL de interés agronémico

presentes en germoplasma elite.

1.10.1 Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento (DL) puede definirse como el grado de asociacion no aleatoria
entre alelos de distintos /oci en poblaciones de individuos no relacionados (Yu & Pieresler,
2006). Es la medida de las frecuencias alélicas de un par de alelos en dos sitios polimoérficos: en
donde los alelos que estan altamente correlacionados se dice que estdn en desequilibrio de
ligamiento (Gaut & Long, 2003; Nordborg & Tavare, 2002). Se corresponde con la proporcion
de gametos que no segregan al azar y provee informacion sobre la historia de la poblacion, asi
como sobre el sistema de seleccion implementado. Por otro lado, el analisis de desequilibrio de
ligamiento es comunmente utilizado para identificar grupos de asociacion entre marcadores
(grupos de DL). Estos grupos permiten construir haplotipos o grupos de marcadores que
segregan juntos en las lineas de estudio, eliminando del andlisis datos redundantes y generando
marcadores poli-alélicos (Wall & Pritchard, 2003). Esto es posible debido a que marcadores
cercanos en el genoma tienden a segregar juntos durante la meiosis, cuando se dan los procesos
de recombinacion entre los cromosomas (Flint-Garcia et al., 2003; Gupta et al., 2005). A nivel
gendmico, refleja el impacto de fuerzas evolutivas (seleccion natural, mutacién y migracion) que
causan cambios en las frecuencias génicas (Lynch & Walsh, 1998).

El DL se mide habitualmente usando el coeficiente de desequilibrio estandarizado D 'y/o la
correlacion de frecuencias alélicas al cuadrado R* (Lewontin 1964; Weir 1996; Hamblin et al
2004; Gupta et al., 2005; Zhao et al., 2005; Somers et al., 2007). El DI es graficado en el plano
cartesiano, representado el eje Y con la correlacién de frecuencias alélicas al cuadrado R frente
a la distancia genética en el eje X, lo que permite la visualizacion de la velocidad de caida del
DL sobre la distancia genética. Como se indica en la Figura 15, en promedio, el grado de DL de
todo el genoma de trigo pan se extiende aproximadamente de 2 a 3 ¢cM (r* <0,2). Sin embargo,
poblaciones poco representadas o tamafios de muestra pequefios, tienen un gran efecto sobre D'
(Flint-Garcia et al., 2003). Por lo tanto, para MA el estadistico r* ofrece ventajas (Breseghello &
Sorrells 2006; Rostoks et al., 2006; Agrama et al., 2007; Andersen et al., 2007; Crossa et al.,
2007; Malosetti et al., 2007, Tommasini et al., 2007, Weber et al., 2007) porque permite
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determinar la correlacion entre los marcadores con el QTL de interés y el poder de resolucion
aumentra ya que tiene en cuenta las mutaciones, asi como el historial de recombinacion (Flint-
Garcia et al., 2003). En un cultivo con alto desequilibrio de ligamiento como el trigo (Sommers
et al., 2007) se esperaria que se formaran diversos grupos de ligamiento si se cuenta con un buen

numero de marcadores moleculares ordenados a lo largo del genoma.
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Figura 15. R* vs (cM) Extension del DL en trigo pan y candeal (Somers et al,. 2007). La caida del
DL se visualiza mediante el trazado de DL (R?) frente a la distancia genética (cM). El recuadro
indica la tasa promedio de caida del DL para el trigo candeal (linea continua) y el trigo pan (linea
discontinua).

Varios factores influyen en el DL entre marcadores no asociados. El DL es mayor en las especies
autdégamas, debido a la homocigosis y a la recombinacion menos eficaz (Nordborg et al., 2002;
Morrell et al., 2005; Rostoks et al., 2006; Skot et al., 2007).En genomas como el del trigo, el DL
se estimo6 en menos de 10 cM (pb) en una coleccion de 43 variedades de trigo de Estados Unidos
(1°<0,2; Chao et al., 2007). Estimaciones del DL en trigo candeal van en un rango desde 2-3 cM

(r* <0,2) (Somers et al., 2007) y 20 ¢cM aproximadamente (r* <0,2, Maccaferri et al. 2005).
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La mezcla o flujo de genes entre individuos de poblaciones genéticamente distintas resulta en la
introduccion de alelos de diferente ascendencia e influird en las frecuencias de dichos alelos.
Esto se traduce en acumulacion de DL a lo largo de los cromosomas y entre genes no ligados.
Sin embargo, el apareamiento al azar dara lugar rapidamente a la caida del DL, pero este no es el
caso de las especies autdgamas, por las razones indicadas anteriormente. Dado el flujo de genes,
el DL en bloques puede ocurrir en poblaciones que han experimentado recientemente la presion
de seleccion o cuello de botella genético (Flint - Garcia et al., 2003) debido a la domesticacion.
Morrell et al. (2005) informan en cebada silvestre un DL (Hordeum vulgare ssp. Spontaneum)
bajo, de tan solo 300 pb. En el trigo hexaploide existen grandes bloques de DL sobre el genoma
D (Somers et al., 2007), compatibles con el cuello de botella genético creado por la reciente
poliploidizacion y la adicion de este genoma (Caldwell ef al., 2004).

Como era de esperar, la presion de seleccion aumenta el DL y se mide generalmente mediante la
comparacion de los cultivares €lite que tienden a tener mayor DL en relacion con las poblaciones
lejanamente relacionadas (Andersen ef al., 2007). La extension del DL (y por tanto la resolucion
de mapeo) no es uniforme a través de genomas y poblaciones (Nordborg y Tavare 2002; Mather
et al., 2007. En el trigo pan y candeal, el DL se extiende de 2 a 3 cM (Figura 15), pero en varias
regiones genomicas se observo DL a menos de 0,5 ¢cM y en otras hasta 30 ¢cM (Somers et a.,
2007). Las diferencias en DL a lo largo de los cromosomas de trigo podrian ser debidas a la
recombinaciéon en "puntos calientes" en el genoma (Faris et al, 2000). En el trigo, la
recombinacion se produce preferentemente en las regiones distales de los cromosomas, en las
regiones de alta densidad "ricas en genes" (Sandhu & Gill 2002). Aunque el DL es variable en el
trigo, las altas tasas de recombinacién en regiones cromosémicas distales corresponden a los
bajos niveles de DL observados en varios de sus cromosomas, incluyendo el extremo distal de
los cromosomas del grupo 7 (Somers et al., 2007).

La disponibilidad de marcadores puede ser un factor limitante, en particular si el LD es bajo
(Rostoks et al., 2006). El mejor método de genotipificacion debe ser elegido sobre la base de los
requisitos especificos del proyecto de genotipificacion previsto, y los recursos disponibles. Los
AFLP pueden ser utilizados en la genotipificaciéon como resultado de su abundancia y su alta
densidad para mapear. Actualmente existen tecnologias con la capacidad de determinar el

genotipo de miles de sitios al mismo tiempo (por ejemplo, Perlegen Sciences Inc. genotyping
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arrays, Affymetrix Inc. GeneChip arrays, and Illumina Inc. BeadArray technology coupled with
the GoldenGate genotyping assay), sin embargo, no son necesariamente rentables para la
genotipificacion de paneles de gran tamano. El nivel de polimorfismo que proporcionan los

AFLP aumenta el poder de detectar DL y facilita la resolucion de mapeo.

1.10.2. Estrategias utilizadas en el mapeo por asociacion

El MA permite encontrar lugares especificos del genoma relacionados con la variaciéon de un
caracter fenotipico en una muestra de individuos no relacionados. Tiene una serie de ventajas
sobre otras técnicas de mapeo, incluyendo mayor poder de resolucion que el mapeo biparental,
reduccion de tiempo de trabajo y una mayor variabilidad alélica (Pieresler & Thornsberry 2002;
Yu & Pieresler 2006). Sin embargo, la probabilidad de identificar asociaciones espurias entre
marcador y carédcter es mayor en los estudios de MA en comparacion con estudios de mapeo de
QTL tradicionales. Las asociaciones espurias son a menudo el resultado de problemas en la
estrcutura de la poblacion y pueden reducirse teniendo en cuenta este factor (Pritchard ef al.,
2000; Yu et al., 2006; Chan et al., 2011). Para superar esto se deberia utilizar un modelo lineal
mixto (MLM) que tiene en cuenta los multiples niveles de parentesco simultaneamente (Yu et

al., 2006).

Una de las estrategias utilizadas por el MA es el mapeo de genes candidatos, analizando
polimorfismos de genes que controlan la variacion fenotipica de caracteres especificos. Los
estudios de asociacion constan de cinco etapas: 1) seleccion de los genotipos de la poblacion, 2)
determinacion del nivel e influencia de la estructura de la poblacién, 3) fenotipado de la
poblacién para el caracter de interés, 4) genotipado de la poblacion y 5) andlisis de las

asociaciones entre genotipo y fenotipo (Ersoz et al., 2008).

Dos enfoques se aplican cominmente en MA: (1) exploraciones de todo el genoma y (2) estudios
basados en genes candidatos (Thornsberry et al., 2001; Rafalski 2002; Kraakman et al., 2004;
Rostoks et al., 2006). Las exploraciones de todo el genoma se llevan a cabo mediante la
saturacion del genoma con un marcador que permita una cobertura adecuada y se determina el
grado de desequilibrio de ligamiento (DL) con el fin de identificar asociaciones entre los

marcadores y los fenotipos de interés (Rafalski 2002). Este enfoque es util en situaciones donde
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la disponibilidad de marcadores es un factor limitante o cuando el DL se extiende a grandes
distancias, permitiendo asociar potenciales regiones gendémicas o genes candidatos con un
caracter de interés para ser indentificados en futuras investigaciones (Remington et al. 2001). Un
gran nimero de marcadores estrechamente vinculados a través de todo el genoma hacen de este
enfoque mas laborioso en comparacion con el enfoque de genes candidatos. Por ejemplo,
Kraakman et al., (2004) estimaron que el DL en una coleccion de cultivares de cebada, que se
extiende aproximadamente 10 cM, es comparativamente mayor que en otras especies autdgamas
(Breseghello y Sorrells 2006; Somers ef al., 2007). El alto nivel de DL que encontraron en su
estudio no era propicio para hacer MA con una buena resolucion, pero fue util para identificar las
regiones que pueden ser objetivo de nuevos experimentos (Kraakman et al., 2004). Si el DL
decae con demasiada rapidez, el nimero de marcadores necesarios para llevar a cabo andlisis de
MA en todo el genoma aumentara de manera significativa. Por ello, el MA focalizado en un gen
candidato es un enfoque alternativo para obtener una buena resoluciéon en el mapeo, aunque
requiere que el gen candidato para un cardcter este identificado, los polimorfismos esten
correlacionados con la variacion fenotipica y el DL decaiga rapidamente al aumentar la distancia

fisica (Thornsberry ef al., 2001).

En los casos en que el DL entre los polimorfismos y el gen decaiga rapidamente, los genes
candidatos se pueden utilizar en estudios de MA buscando las variantes alélicas asociadas con la
variacion fenotipica e identificar el/los polimorfismo(s) o causa(s) moleculares responsables de
la diferencia fenotipica del caracter. Sin embargo, la asociacion de polimorfismos con un
caracter requiere ser verificada, dado que el polimorfismo puede estar en desequilibrio con el
factor causal, particularmente si el DL es alto en la region gendmica que rodea al gen. Por lo
tanto, los enfoques de genes candidatos se utilizan generalmente para eliminar genes candidatos
putativos en los estudios funcionales detallados. Por ejemplo, un enfoque de genes candidatos
fue util en la eliminacion de tres de ocho candidatos en una region de 70 kb que confiere
resistencia a Xanthomonas oryzae (Blair et al. 2003).

A pesar de que el DL se extiende varios centimorgans (cM) en cultivos de especies autogamas, el
numero de estudios de MA que han utilizado poblaciones no estructuradas de cultivares y lineas

de mejoramiento estd aumentando (Kraakman et al., 2004; Breseghello & Sorrells 2006a;
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Kraakman et al., 2006; Agrama et al., 2007; Cockram et al., 2008). E1 MA ha sido empleado con
¢xito en diferentes cultivos, entre estos trigo pan, (Breseghello & Sorrells 2006a; Roy et al.,
2006; Jing et al., 2007; Tommasini et al., 2007; .Peng et al., 2008), avena (Kraakman et al.,
2004; Kraakman et al, 2006; Rostoks et al., 2006; Cockram et al, 2008), papa (Solanum
tuberosum L.) (Malosetti et al., 2007), maiz (Remington et al., 2001; Wilson et al., 2004; Weber
et al., 2007), arroz (Agrama et al., 2007) y, también, para el trigo candeal (Sanguineti et al.,
2007, Macaferri et al., 2010; 2014, 2015). EI trigo candeal es una especie autdgama y poliploide,
con un genoma grande (13 000 Mbps; Arumuganathan & Earle 1991), y, debido a la complejidad
asociada, se requieren mas investigaciones para validar el potencial del MA para lograr
identificar asociaciones marcador-caracter mediante una exploracioén de todo el genoma de esta
especie. Asi mismo, hasta la fecha s6lo hay unos pocos estudios que exploran la posibilidad de
utilizar el enfoque de genes candidatos en MA para cultivos de especies autdogamas.

El mapeo asociativo tedricamente permite mayor resoluciéon que el mapeo de ligamiento, que
utiliza cruzamientos biparentales (Gaut & Long, 2003; Remington et al., 2001; Thornsberry et
al., 2001; Morgante & Salamini 2003; Sket et al., 2007; Tommasini et al., 2007, Macaferri et al.,
2010; 2014, 2015). El grado de resolucion dependera de la extension del DL (Remington et al.,
2001) y se espera una buena resolucion cuando el DL decae rapidamente frente a la distancia

genética (Figura 15).

1.10.3 Variacion alélica

El mapeo de ligamiento se limita a identificar solo los alelos que difieren entre los dos
parentales. Por el contrario, el MA explota el DL en poblaciones que no poseen estructura de
familias, tales como poblaciones naturales, colecciones de germoplasma, lineas o variedades elite
usados en los programas de mejoramiento, proporcionando un mayor numero de alelos para el
muestreo (Remington et al., 2001; Kraakman et al., 2004; Breseghello & Sorrells 2006; Stich et
al., 2005; Crossa et al., 2007) (Figura 16). Por ejemplo, en una poblacion de MA de trigo pan el
numero de alelos promedio por locus es 4,8 por microsatélite (Breseghello & Sorrells 2006a).

Una caracteristica atractiva del MA es que las asociaciones marcador-caracter se pueden estudiar
en el pool fenotipico del germoplasma y/o en poblaciones de variedades adaptadas localmente

(Breseghello & Sorrells 2006b). Poblaciones de germoplasma diversas, como las encontradas en
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MA, ofrecen la posibilidad de encontrar un mayor numero de alelos como resultado de mas
eventos de recombinacion y una mayor diversidad genética en comparacion con las poblaciones
de germoplasma acotado. Comparativamente, las lineas casi isogégicas (NILs) ofrecen mayor
resolucion que las F, o poblaciones de RILs. Sin embargo, estdn limitadas por el niimero de
alelos (de los parentales) en cualquier locus y el numero limitado de eventos de recombinacion,

resultando en una pobre resolucion de los caracteres cuantitativos (Flint-Garcia ef al., 2003).
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Figura 16. Numero de alelos y grado de resolucidon posible utilizando distintos materiales vegetales
para el mapeo. El grado de resolucion depende de la extensién del DL (Remington et al. 2001) y
se espera una resolucion mas alta cuando el DL disminuye rapidamente al aumentar la distancia

genética.

1.10.4 Estructura de la Poblacion

Una poblacion puede ser considerada como una unidad. Sin embargo, en muchas especies y en
nimerosas circunstancias, las poblaciones se subdividen en unidades de menor tamafo. Dicha
subdivision puede ser el resultado de factores ecologicos (los habitats no son continuos) o de
comportamiento (reubicacién consciente o inconsciente). Si una poblacion se subdivide, los
vinculos entre sus partes pueden variar segun el grado de flujo génico real que exista. Una
poblacion se considera estructurada si (1) hay deriva génica en algunas de sus subpoblaciones,
(2) Si la migracion no se da uniformemente en toda la poblacion, o (3) el apareamiento no ocurre
al azar en toda la poblacion. La estructura de una poblacion afecta el grado de variacion genética

y los patrones de su distribucion.
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1.10.5 Estructura de la Poblacion. ;Con qué metodologia identificarla?

Antes de iniciar estudios de asociacion en colecciones con distintos niveles de desequilibrio de
ligamiento, resulta necesario calcular empiricamente la magnitud del mismo y describir la
estructura genética poblacional (EGP). Una poblacion estructurada es aquella en la que coexisten
subgrupos de individuos que difieren sistematicamente en sus frecuencias alélicas para los
diferentes /oci. Cuando se lleva a cabo un analisis de asociacion basado en estas poblaciones, sin
considerar los efectos de la EGP, se aumenta el riesgo de detectar asociaciones espurias entre
marcadores - caracter, y el fenotipo de interés.

En las poblaciones estructuradas puede haber una alta proporcioén de asociaciones significativas,
ain cuando muchos marcadores no estén ligados a ningiin locus relacionado al caracter de
interés, aumentando la probabilidad de error tipo I (falsos positivos) o aumentando Ila
probabilidad de error tipo II (falso negativo) cuando no se encuentran marcadores ligados a un
locus y por ende el investigador no rechaza la hipdtesis nula siendo ésta falsa en la poblacion.
Para conocer la estructura de las poblaciones pueden utilizarse diferentes métodos. Pritchard et
al. (2000) desarrollaron el que hasta el momento es el método mas usado para este objetivo,
implementado en el software Structure. El software Structure (Pritchard er al, 2000) se
desarroll6 para estimar la estructura poblacional (Pritchard et al., 2000) y se ha aplicado en los
estudios de MA en diferentes cultivos incluyendo, cebada (Rostoks et al., 2006), trigo
(Breseghello y Sorrells 2006; Crossa et al., 2007; Tommasini et al., 2007) y arroz (Agrama et al.,
2007). Structure utiliza el modelo bayesiano para asignar individuos a subpoblaciones y asi
minimizar el DL entre los marcadores disociados entre las subpoblaciones. (Yu et al., 2006)
propusieron un método de modelo mixto unificado para determinar la relacion de las accesiones
dentro de las poblaciones, lo que resulta en una reduccion tanto del error tipo I como el error tipo
I, mediante la combinacién de la estructura poblacional (Q) con una matriz de parentesco
relativa (K), representando multiples niveles de parentesco.

Patterson et al., (2006) propusieron otra alternativa basada en la técnica de Analisis de
Componentes Principales (ACP), en la que se seleccionan tantas componentes significativas
como sugiera el estadistico propuesto por (Tracy & Widom 1994). Estos algoritmos
proporcionan matrices en las cuales se puede decir que estd contenida la informacion de

estructura que caracteriza a los datos en estudio y estas matrices son usadas como covariables en
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distintos modelos estadisticos, con el fin de corregir cualquier posible asociacion que se deba a la
EGP de los datos.

Segun Hartl & Clark (1997), debido a las pocas oportunidades de recombinacién que tuvieron
algunas poblaciones utilizadas en mejoramiento, el DL presente en ellas no se deberia a genes
ligados sino a la seleccion simultdnea de combinaciones de alelos de diferentes genes,
incluyendo epistasis, y a la estructura de la poblacion (presencia de subgrupos formados por
individuos emparentados). El modo preferencial de polinizacion (autbgamas o aldégamas), el
origen geografico del genotipo, la seleccion (artificial o natural), migracion, deriva genética o
efecto fundador serian responsables de la presencia de subgrupos dentro de una coleccion de

germoplasma (Piereser & Thornsberry 2002; Flint-Garcia et al., 2003).

Los alelos raros (cominmente definidos como frecuencias ocurrentes <5-10%) (Tenaillon ef al.,
2001; Barnaud et al., 2006; Caldwell et al 2006; Ravel et al 2006a; Chao et al/ 2007; Rhone et al,
2007) sobreestiman del DL, lo que reduce el poder estadistico de los estudios de MA (Wilson et
al., 2004; Somers et al., 2007; Crossa et al., 2007). La presencia de alelos raros también puede
aumentar el DL entre marcadores disociados y aumentar la tasa de error de tipo I en los estudios
de MA. Eliminar los alelos raros u organizarlos en su propia clase (Pritchard et al., 2000;
Maccaferri et al., 2005; Somers et al., 2007) es una practica comun antes de la ejecucion de
estudios de MA. Los marcadores estrechamente vinculados pueden resultar en el aumento del
DL entre marcadores disociados y es mejor obviarlos a la hora de evaluar la estructura (Falush et

al., 2003).

Es necesario entonces, conocer la extension del DL en el genoma antes de realizar estudios de
MA. Asimismo, conocer la estructura de la poblacion es uno de los pasos criticos para identificar
e interpretar correctamente la diversidad de marcadores funcionales o neutros (Piereser &
Thornsberry 2002). El grado de DL, y por tanto la resolucion del mapeo, no es uniforme en el
genoma y en las diferentes poblaciones. La seleccion afecta principalmente el DL de regiones del
genoma asociadas a caracteristicas relevantes para el mejoramiento genético. Por el contrario, la
estructura de la poblacion afecta el DL a lo largo de todo el genoma, debiendo ser controlado a
priori para realizar una correcta interpretacion de los datos, ya que la presencia de subgrupos

incrementaria la tasa de falsos positivos (Pritchard et al., 2000). En conclusion, la estructura
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genética en las poblaciones posibilita el incremento del DL entre marcadores no asociados como
resultado de frecuencias alélicas distintas en cada una de las poblaciones «puras» y no de la
proximidad entre marcadores (Nordborg y Tavare 2002; Cardon y Palmer 2003; Farnir ef al., 2000;
Rostoks et al., 2006).

1.10.6 Mapeo asociativo en trigo candeal

En trigo candeal se han realizado varios estudios de MA (Maccaferri et al., 2008a; Sanguinetti et
al. 2007; Pozniak et al.,, 2008; Reimer SO, 2009; Clarke et al., 2008, Maccaferri et al 2011,
Maccaferri et al, 2015, Yu et al., 2011). Existen evidencias que durante el proceso de
mejoramiento genético el germoplasma de trigo candeal ha sido sometido a una fuerte presion de
seleccion (Pecetti & Annicchiarico 1998). En la Argentina el germoplasma elite de trigo durum
se genero a partir de pocos cultivares llegados de paises del Mediterraneo a principios del siglo
XX, o, mas recientemente, del CIMMyT. Sin embargo, existe gran cantidad de variedades
argentinas histéricas y extranjeras mantenidas en instituciones como el INTA dedicadas al
estudio y mejoramiento del cultivo. Actualmente, un estudio de diversidad genética se ha
desarrollado en nuestro laboratorio sobre una coleccion de germoplasma de candeal y es parte de
la tesis doctoral de la Ing. Valeria Beaufort (Becaria de la ANPCyT). Esta informacién es de
gran utilidad para revelar la extension del DL y la estructura genética del germoplasma y se
complementa con los objetivos planteados en el presente trabajo doctoral.

Los estudios del color en trigo y sus productos derivados han crecido en complejidad en los
ultimos afios. El uso de marcadores moleculares y estrategias de mapeo de QTL han facilitado el

estudio de la herencia y la forma en que el ambiente influye sobre estos caracteres.

1.11 Caracteres a mapear.

Uno de los parametros de calidad considerados en granos de trigo candeal es el contenido de
pigmento carotenoide (CPC). Como ya se menciono, estos pigmentos confieren el color amarillo
a la harina, sémola y las diferentes clases de pasta elaboradas a partir de esta materia prima.
Algunas enzimas de la via metabolica sintética de los carotenoides, como la fitoeno desaturasa
(Pds) y licopeno B-cyclasa (LCY), han sido asociadas a incrementos del CPC (Pozniak et al.,

2007, Howitt et al., 2009). Se han desarrollado marcadores génicos sobre estas enzimas. Sin
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embargo, el numero de QTL identificados para el caracter es mayor y seria posible que
correspondiesen a otras enzimas pertenecientes a la via de los carotenoides. La informacion de
secuencias de trigo y otras gramineas depositadas en bancos de genes permitiria la identificacion

de marcadores moleculares para validar esta hipdtesis.

En el CERZOS se han realizado estudios de mapeo de QTL asociados al contenido de pigmentos
carotenoides y rendimiento y sus componentes utilizando poblaciones bi-parentales estabilizadas
(RILs) (Roncallo et al., 2012; Akkiraju et al., 2012). Mas recientemente se estan realizando
estudios de MA para estos caracteres y esta tesis es parte de esos estudios. Esta técnica tiene la
potencialidad de identificar un niimero mucho mas elevado de alelos por locus. Trabajar
directamente sobre una coleccion de germoplasma, permite la transferencia directa de los QTL
identificados y la utilizacion de aquellos alelos cuya asociacion al cardcter es mas fuerte en
programas de seleccion asistida por marcadores. Aunque han sido publicados algunos estudios
de MA en trigo (Ravel et al., 2006b; Breseghello y Sorrells 2006; Roy et al., 2006; Crossa et al.,
2007; Sanguineti et al., 2007; Tommasini et al., 2007; Jing et al., 2007; Peng et al., 2008), varios
de estos estudios se han focalizado en cromosomas individuales, donde los QTL han sido
identificado previamente (Breseghello & Sorrells 2006) o en caracteres controlados por uno o
mas genes mayores (Ravel ef al., 2006b, Tommasini et al., 2007). Un Unico estudio en trigo
candeal se ha informado en relacion con caracteres de raices y brotes (Sanguineti et al., 2007) y
se requieren mas investigaciones para validar el potencial del MA para identificar asociaciones
marcador-carécter utilizando el enfoque que incluye la exploracién de todo el genoma. Es por
estas razones que se considera como objetivo de esta tesis buscar y desarrollar marcadores
moleculares asociados a caracteres de calidad y rendimiento en trigo candeal que faciliten la
seleccion asistida en programas locales de mejoramiento como también determinar el tipo de

correlaciones fenotipicas entre los caracteres evaluados.
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Hipotesis de trabajo

En esta tesis, la hipotesis principal es la siguiente:

El mapeo por asociacion permitird complementar los andlisis realizados utilizando mapeo
biparental y lograr mayor precision en la identificacion de regiones gendmicas asociadas a

calidad y rendimiento en trigo candeal.
En funcién de la misma se plantean las siguientes hipotesis parciales:

* Si bien los caracteres relacionados con calidad y rendimiento son de herencia
compleja e influenciada por el ambiente, tienen un componente genético por lo cual
sera factible encontrar marcadores moleculares asociados. El andlisis en varios
ambientes permitird determinar su efecto y seleccionar genotipos que se adapten

mejor a cada ambiente.

* Dado que el CPC es un caracter cuantitativo, comprobado por la identificacion de
un elevado niimero de regiones genomicas (QTL) asociadas, es posible que muchas

de ellas correspondan a genes de las enzimas de la via de los carotenoides.

* Existen diferentes alelos del/de los genes que codifican para las enzima Z-caroteno
desaturasa (Zds) involucrada en la biosintesis de carotenoides. Las distintas

variantes alélicas afectarian diferencialmente el color del grano.

* Si bien los marcadores AFLPs son andnimos y no han sido mapeados en trigo
candeal, permitiran realizar asociaciones que, una vez identificadas, podran ser

mapeadas in silico en el genoma de trigo pan y/o candeal, y secuenciados.

* Dada la fuerte presion de seleccion impuesta al trigo candeal por generaciones de
mejoramiento, las regiones gendmicas asociadas al CPC, PMG y PH deberian

presentar un alto grado de desequilibrio de ligamiento.
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Objetivo general

Realizar un andlisis preliminar tendiente a implementar la estrategia de mapeo por
asociacion en trigo candeal de manera de complementar los estudios realizados por
mapeo biparental, identificando marcadores asociados a caracteres de color, peso

hectolitrito (PH) y peso de mil granos (PMG).

Objetivos particulares

Realizar determinaciones fenotipicas sobre 133 variedades de trigo candeal en tres
ambientes de la region candealera argentina para los siguientes caracteres:
contenido de pigmentos carotenoides (CPC), color amarillo (CIE b*), rojo (CIE a*)
y luminosidad (CIE L*) de la sémola, peso de mil granos (PMG), peso hectolitrico
(PH) y rendimiento de parcela (Kg/ha)

Obtener parametros genéticos tales como heredabilidad en sentido amplio a partir de
los valores fenotipicos determinados sobre la coleccion de germoplasma en estudio.
Identificar genotipos superiores que resulten utiles para incorporar en programas
locales de mejoramiento.

Analizar la estructura de la poblacion utilizando marcadores AFLPs amplificados en
la poblacioén de trigo candeal por la Ing. Agr. Valeria Beaufort como parte de su
tesis doctoral.

Asociar los caracteres fenotipicos analizados con los AFLPs amplificados como se
mencionara en el punto anterior.

Determinar la utilidad de los marcadores asociados para la seleccion indirecta.
Disefiar y caracterizar marcadores moleculares para el gen de la enzima Zds,
involucrada en la via de biosintesis de pigmentos carotenoides.

Realizar estudios de asociacion entre los marcadores para Zds, con los caracteres

fenotipicos relacionados con color.
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2.1. Material vegetal

En la elaboracion de esta tesis se utilizd una coleccion de 133 cultivares y lineas avanzadas
de trigo candeal (7riticum turgidum L. cv. durum) de origen argentino, del CIMMYT,
italianos, franceses, norteamericanos, hungaros y de otros paises como Siria, Argelia,
Etiopia, Libano, Israel, Sudan y Chile aportados por empresas privadas (ACA SA, Buck
Semillas) e instituciones estatales (CEI-Barrow e INTA Marcos Juarez). De los 133
materiales, 118 fueron seleccionados para hacer andlisis de estructura poblacional y mapeo

por asociacion (Tabla Suplementaria 1).

2.2 Diseiio experimental, siembra y seguimiento de los ensayos a campo

La poblacion fue evaluada durante la campana 2011/2012 en las localidades de Cabildo
(39°36° S 61°64" O), Tres Arroyos (38°20" S 60°13” O) y Pieres (37° 45' S 58° 18' O), que
se denominaran de aqui en mas Cabildo, Barrow y Pieres, respectivamente. Se utiliz6 un
disefio experimental alfa lattice (8 bloques con 17 parcelas cada uno) (Patterson & William;
1976), con dos repeticiones. Para cada genotipo, se sembraron los gramos de semilla
necesarios teniendo en cuenta: el peso de mil granos, los metros por parcela sembrados, la
densidad de siembra deseada, el poder germinativo y el coeficiente de logro de cada
genotipo para obtener una densidad de siembra de 300 pl/m”. El 4rea de parcela sembrada
fue de 1,26 m x 5.5 m, lo que resume un area total de 6,93 m? para las localidades de
Cabildo y Barrow. El area de parcela sembrada para Pieres fue de 1,40 m x 4,2 m, lo que
resume un 4rea total de 5,85 m> El 4rea de parcela cosechada fue de 5 m” para Cabildo y
Barrow y de 4,20 m* para Pieres. El método de siembra fue tipo chorrillo (sembradora de
cono). El total de las parcelas sembradas y cosechadas en cada localidad fue de 272. Cada
experimento recibid condiciones particulares de manejo y fertilizacion adecuadas a la zona
y criterios del campo experimental. En general, antes de sembrar el ensayo se fertilizé el
terreno con fosfato diamonico (PDA). En los periodos adecuados también se agregaron
herbicidas. El periodo del cultivo se extendi6 entre julio y enero, con siembras realizadas
principalmente a mediados de julio. La cosecha se realiz6 entre mediados de diciembre y

mediados de enero. El cultivo emergi6é aproximadamente en los 20 dias posteriores a la
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siembra. La cosecha se realizd6 con cosechadora experimental autopropulsada marca

Weiteteiger.

2.3 Acondicionamiento pos cosecha de los granos

Una vez cosechados los granos, la produccion de cada parcela experimental fue
acondicionada de manera de obtener granos sanos, limpios y curados, los cuales fueron

conservados a temperatura ambiente hasta el momento de su utilizacion.

2.4 Determinaciones fenotipicas

Luego de la cosecha se registrd el peso de las parcelas (Kg/ha), el peso de 1000 granos
(PMG), el peso hectolitrito (PH), el contenido de pigmentos carotenoides (CPC) y los
componentes del color (CIE L*a* y b*). En todos los casos, fueron determinados utilizando
una muestra de trigo representativa de cada parcela, a la cual se le extrajeron impurezas

(malezas, terrones, piedras, pajas, etc.).

2.4.1 Peso de mil granos (PMG)

Se obtuvo pesando 100 granos completos y sanos tomados al azar a partir de muestras
limpias de cada parcela experimental. El PMG se calculé multiplicando 1000 x el peso
de la muestra / N° total de granos contados. Se realizaron tres repeticiones de cada

muestra.

2.4.2 Peso hectolitrico (PH)

La balanza oficial para medir el PH en la Argentina corresponde a la balanza Shopper
de % litro de capacidad. Con este instrumento se pesa la cantidad de granos contenidos
en Y litro. Con ese valor se busca en una tabla de conversion el peso del hectolitro, que

corresponde a 100 litros. El valor fue expresado en kg/hl.

2.4.3 Peso de granos por parcela (PGP)

Los granos totales trillados, limpios y curados de cada parcela fueron pesados para

obtener el peso por parcela y fueron expresados en (en kg/ha).
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2.4.4 Determinacion del contenido de pigmentos carotenoides (CPC)

Las muestras de sémola integral de cada genotipo se obtuvieron utilizando un molino
experimental Brabender Junior (Laboratorio de Calidad Industrial de Granos de la Chacra
Experimental Integrada Barrow) sobre 100 g de granos por parcela y fueron conservadas a
4°C hasta el momento de realizar las determinaciones. El CPC en las variedades se
determino utilizando el micrométodo informado por Fares et al. (1991). En cada caso, se

realizd una extraccidon de pigmento por parcela experimental.

Micrométodo de Fares et al. (1991)

La extraccion de los pigmentos carotenoides se realizd sobre muestras de 1,00 g de sémola,
utilizando 5 ml de n-butanol saturado en agua, con agitacion continta durante 3 horas a 170
rpm. El extracto fue filtrado a través de un filtro Whatman N° 1 y posteriormente se realizd
la lectura en un espectrofotometro (METROLAB 1600 PLUS, 49 version 3.06 b) a una
longitud de onda de 448 nm. Para calcular el contenido de pigmentos, expresado como

partes por millon (ppm) de B-caroteno, se utilizé la féormula:

ppm de B-caroteno = (E x V x 1000) / (251 x g X s)
Donde E= absorbancia de la muestra
V= volumen de solvente
g = peso de la muestra en gramos
s = longitud oOptica de la cubeta (1)

251= coeficiente de extincion del B-caroteno a 448 nm

Para los datos obtenidos de cada parcela donde se observaron diferencias en el CPC y color
que cuyos desvios superaban el 5% se realizaron 2 6 3 repeticiones. Si la repeticion se
mantenia dentro del rango de la primera medicion se confirmaba el valor y se promediaba o
se tomaba el nuevo valor. La confiabilidad y precision del micrométodo fue previamente
evaluada sobre la coleccion nucleo en la tesis doctoral del Ing. Agronomo Pablo Roncallo
(2006/07), donde se midi6 el CPC en sémola y harina integral (total de fracciones
combinadas referidas como ‘“harina integral”, que incluyen la harina, el salvado y el
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germen) utilizando el método estindar AACC 14-50 y el CPC en harina integral segun el
micrométodo.

Los valores de CPC obtenidos en las variedades usando el micrométodo no fueron
corregidos en funcion del grado de humedad de la harina. Esto se debe a que como fuera
determinado previamente por el Ing. Roncallo en su tesis doctoral en ocho testigos
comerciales y en la coleccion nucleo (2006/07), los valores de CPC en muestras corregidas
por humedad y muestras sin corregir se encuentran altamente correlacionadas (r=0,999, p <

0,0001). Este autor encontr6 que la variacion de humedad entre muestras fue minima.

2.4.5 Medicion del color (L*a*b¥) con el colorimetro Minolta

El color de la sémola integral de cada variedad se obtuvo sobre una muestra de 15g de cada
parcela experimental, utilizando un colorimetro Minolta Chromameter CR-310 (CIE
L*a*b*,1976). Para las coordenadas de color tri-dimensional (CIEL*, CIEa* y CIEb*),
CIEL* representa brillo, sobre una escala de unidades que va desde 0 (negro puro) a 100
(blanco puro), CIE a* varia desde - 60 (verde puro) a + 60 (rojo puro), y CIE b* varia desde
- 60 (azul puro) a + 60 (amarillo puro). En todos los casos, las muestras fueron
homogeneizadas previamente a la medicion, la cual fue realizada dentro de las 48 hs.

posteriores a la molienda.

2.5 Analisis estadisticos de los datos fenotipicos para caracteres de calidad y

rendimiento (CPC, CIEa*, CIEb*, CIE L* PMG, PH, PGP)

A fin de seleccionar genotipos superiores se utilizaron los métodos REML/BLUP, (Méaxima
Verosimilitud Restringida / Mejor Predictor Lineal Insesgado) que permitieron generar un
ranking de los mismos en funcion de los caracteres de calidad y rendimiento considerados.
Los datos correspondientes a la concentracion de pigmentos carotenoides (CPC, ppm),
color (CIEa*, CIEb*, CIEL*), peso de mil granos (PMG, g), peso hectolitrito (PH, Kg/hl) y
peso de granos por parcela (PGP, kg/ha) se analizaron por separado para cada ambiente y
en conjunto utilizando PROC MIXED en SAS (Littell et al., 1996) donde los ambientes se
clasificaron como efectos fijos para obtener el valor de significancia de p mediante la
prueba F. Los genotipos, las interacciones, las repeticiones y los bloques se clasificaron

como factores aleatorios.
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Se estimaron los componentes de la varianza por el método de maxima verosimilitud
restringida. Con las estimaciones de los componentes de las varianzas se estimo la
heredabilidad en sentido estricto de los caracteres evaluados y otros parametros genéticos.
La estimacion de la heredabilidad en sentido estricto (4°) permite estimar y evaluar la
repetibilidad del caracter, la heredabilidad de cada caracter se calculo como la proporcion
de las varianza genética y fenotipica (c’g / o”p), con los genotipos considerados como
factores aleatorios. Para cada uno de los ambientes, la varianza fenotipica (6°p) se estimd
como [o’g + o’¢] donde o’g es la varianza genética, o’ es la varianza residual. Para el
analisis combinado, las varianzas fenotipicas (Gzp) de cada caracter se estimaron como
[o’g + o’e + o* gen x amb] donde o’g es la varianza genética, o’e es la varianza residual y

o gen x amb es la varianza de la interaccion.

Los coeficientes de correlacion de Pearson para las medias de minimos cuadrados a partir
del analisis de la varianza utilizando PROG GLM de cada variable se estimaron mediante
PROC CORR en SAS. Se obtuvieron los valores genéticos a través de la mejor prediccion
lineal no sesgada (BLUP) del efecto aleatorio genotipo, para la seleccion de genotipos
superiores y para obtener los valores genotipicos (u + g + gem) donde u: es media de cada
amb, g: representa el valor BLUP y gem: el valor de la interaccion dentro de cada amb para
los genotipos evaluados en Pieres, Cabildo y Barrow, en el andlisis REML/BLUP se

empleo el procedimiento de modelos lineales mixtos PROC MIXED de SAS.

En el andlisis de modelos mixtos con datos desequilibrados los efectos aleatorios del
modelo no se ponen a prueba a través de la prueba F, como se hace en el andlisis de la
varianza. En este caso, para los efectos aleatorios, la prueba recomendada es la prueba de
verosimilitud (LRT, Likelihood ratio test) (Resende, 2007b). La prueba LRT se utilizo para
evaluar la significancia de los factores aleatorios, genotipo (gen) y las interacciones
genotipo por ambiente (gen*amb) para cada uno de los caracteres dentro del modelo. Estos
factores fueron testeados mediante el estadistico chi-cuadrado entre el (1% y 5%) de
probabilidad con un grado de libertad (Nelder & Wedderburn, 1972). Si la prueba LRT via

chi-cuadrado presentaba un p-valor <0.05 significaba que existe significancia del factor
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(gen) y/o de la interaccidon (gen*amb) para el cardcter evaluado dentro del modelo lineal

mixto.

El andlisis de desvio (ANODEV: siglas en ingles “Analysis of deviance”) permite evaluar
el impacto de una covariable comparando la desviacion explicada por la covariable contra
la desviacion no explicada por la misma, empleando la “devianza” como medida de
variacion. Este andlisis fue ejecutado en SaS.9.4 a partir de los modelos lineales mixtos y
permiti6 detectar diferencias significativas utilizando LRT al 1% de probabilidad para los
factores aleatorios genotipo (gen) y la interaccion genotipo por ambiente (gen*amb) para
los caracteres peso de mil granos (PMGQG), peso hectolitrico (PH), contenido de pigmentos
carotenoides (CPC), los componentes del color (CIE b*, CIE a* y CIE L*) y el caracter

relacionado con rendimiento y peso de grano por parcela (PGP) .

2.6 Datos genotipicos

Los marcadores AFLPs utilizados en esta tesis fueron amplificados previamente en la tesis
de la Ing. Agr. Valeria Beaufort. En esta seccion se describen las condiciones de

amplificacion para la enzima de la via de biosintesis de carotenoides Zds.

2.6.1 Extraccion de ADN genomico total

El ADN genomico total de los 133 individuos analizados fue extraido de hojas jévenes no
lesionadas por agentes patdgenos ni insectos. Las hojas fueron liofilizadas luego del
muestreo y se almacenaron en camara a 4°C. La extraccion del ADN de cada variedad se
realizé seglin protocolos del laboratorio del CIMMYT. (2006), empleando como agente

extractivo el bromuro de cetil-trimotor amonio (CTAB).

2.6.2 Cuantificacion del ADN

El ADN genomico se cuantific6 empleando un espectrofotometro Merck (PHaro 300
Spectroquant, Alemania) a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. La relacion
A260/A280 y la concentracion de ADN se calcul6 utilizando la siguiente formula: [ADN]
(ng/ml) = A260 x factor de dilucion x 50 pg/ml. Para determinar la calidad del ADN

gendmico obtenido se empleo electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0,8% (p/v) y
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tincion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), utilizando como referencia concentraciones
conocidas de ADN. Se sembr6 un volumen de muestra de 5 pl constituidos por 3 ul de
ADN vy 2 ul de buffer de siembra. La electroforesis se llevéd a cabo en buffer TAE 1X a un
voltaje constante de 100 Volts/cM durante 30 min. La visualizacion del ADN se realizé por

transiluminacion con luz UV.

2.7 Analisis estadisticos utilizando una matriz de AFLPs

Los marcadores AFLPs utilizados en esta tesis fueron amplificados previamente en la tesis
de la Ing. Agr. Valeria Beaufort. Registrada esta informacion se elaboraron matrices con los
pares de loci de AFLP informativos de acuerdo con los parametros y supuestos para cada
uno de los analisis que se ejecutaron. En total se utilizaron 6 combinaciones de los
cebadores: P40-M38, P40-M43, P41-M31, P41-M39, P41-M43 y P41-45 (Tabla 3). Los
productos de amplificacion se resolvieron en geles de acrilamida al 6%, en una cuba
Biorad. Se establecié una pre corrida de 30 minutos a 60 Watts para templar el buffer, y
posteriormente 1000 Voltios constantes durante 3 h 30 minutos. El revelado del gel se

realiz6 con nitrato de plata. Se dejo a secar 24 hs para luego registrar las bandas.

Tabla 3. Secuencias de cebadores AFLP Pst+3 y Mse+3 utilizados para el analisis de 118
genotipos de trigo candeal de distintos origenes geograficos.

Cebador Cddigo Secuencia

MseAAA M31 5" GATGAGTCCTGAGTAAAAA 3’
MseACT M38 5" GATGAGTCCTGAGTAAACT 3’
MseAGA M39 5" GATGAGTCCTGAGTAAAGA 3’
MseATA M43 5" GATGAGTCCTGAGTAAATA 3’
MseATG M45 5" GATGAGTCCTGAGTAAATG 3’
PstAGC P40 5" GACTGCGTAGGTGCAGAGC 3’
PstAGG P41 5" GACTGCGTAGGTGCAGAGG 3’

2.7.1 Registro de marcadores y analisis datos

Los productos de PCR fueron identificados visualmente de los geles de poliacrilamida
previamente escaneados, codificindose como 0: la ausencia, 1: la presencia y -1 dato

perdido (banda ilegible, borrosa, indefinida) de una determinada banda. Con este registro se
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cre6 una matriz binaria de datos con la que se realizaron los siguientes analisis de

variabilidad.

2.7.2 Analisis de la variabilidad alélica

El poder de discriminacion de los marcadores AFLP fue evaluado mediante los parametros:
porcentaje de loci polimorficos (%P), indice de contenido polimdrfico (PIC) e indice de
marcador (MI) que fueron calculados a partir de resultados obtenidos con el programa
GenAlEx 6.4 (Peakall & Smouse, 2006). Para efectuar estos andlisis previamente se
eliminaron aquellos loci con mas de 10% de datos perdidos y alelos raros o en baja
frecuencia, dato que fue entregado por el programa. El parametro %P se calculd segliin
Pamidimarri et al. (2009), como el cociente entre el namero total de bandas
polimdrficas/numero total de bandas x 100. El indice de contenido polimérfico (PIC) de
cada marcador se utilizd para evaluar la capacidad de los cebadores en detectar locus
polimorficos y su frecuencia en los genotipos estudiados (Anderson et al., 1993); el mismo

se calculo6 de acuerdo a Roldan-Ruiz et al. (2000), mediante la férmula:

PIC=2 fi (1-fi)

Donde: fi = frecuencia de las bandas donde esta presente el marcador; (1-fi)= frecuencia de
las bandas ausentes del marcador. El MI se calculo a través de la formula sugerida por
Powell et al. (1996) como MI=PIC*n*B, donde n es el nimero total de bandas y  es la

proporcion de bandas polimorficas.
2.7.3 Distancia genética

A partir de la matriz binaria de datos se calcul¢ la distancia genética entre genotipos usando

la Distancia Genética Binaria (DG) (Huff ef al., 1993), calculada como:

2n
GD=n {1 ——"y}
2n

Donde, n es el nimero total de bandas polimoérficas y 2n,, es el nimero de marcadores

compartidos por dos individuos. La DG es una distancia Euclidea que considera tanto la
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presencia como ausencia de bandas. Las distancias genéticas también fueron analizadas
mediante la técnica multivariada Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA), para asi
obtener una representacion grafica de la relacion entre genotipos y grupos de origen. La
distribucion de la variacién genética se estudid mediante el Andlisis de la Varianza
Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). Como medida de diferenciacion genética
entre accesiones se usO el estadistico PhiPT o @PT (andlogo al Fst), cuyo valor de
significancia se establecido mediante la realizacion de 1000 permutaciones. La ventaja de
este método en relacion a los estadisticos clasicos de Wright (Fst) es que no utiliza
frecuencias alélicas y por tanto evita asumir equilibrio de Hardy-Weinberg manteniendo el
supuesto de independencia entre loci. Todos estos andlisis estadisticos se realizaron con los

programas GenAlEx 6.4 (Sneath & Sokal, 1973) e InfoStat (Di Rienzo et al., 2008).

2.7.3 Estructura poblacional del germoplasma

Para estimar la estructura de la poblacion se utilizaron dos enfoques. En uno de ellos se
desarrolld una matriz de similitud genética a partir de la distancia binaria genética (Huff et
al., 1993), que se utilizé para construir un dendrograma mediante el algoritmo UPGMA.
Para el segundo enfoque, analisis bayesiano, se seleccionaron 6 combinaciones de AFLPs
con valores medios a altos de PIC. Los marcadores con una alta frecuencia de alelos raros y
datos perdidos mayor o igual al 10% se evitaron debido a que los alelos raros sobrestiman
el DL (Gaut & Long 2003; Somers et al., 2007). Las 118 accesiones fueron agrupadas de
acuerdo al método heuristico basado en el algoritmo Bayesiano MCMC (Marcov Chain
Monte Carlo), implementado en el programa Structure (Pritchard et al. 2000; Falush et al.

2003; Falush et al. 2007; Hubisz et al. 2009).

El proceso de MCMC comienza asignando aleatoriamente los individuos a un nimero
predeterminado de grupos, donde las frecuencias alelicas se estiman en cada grupo y los
individuos son reasignados basadose en las estimaciones de las frecuencias alelicas. Esto se
repite muchas veces, y es el denominado proceso burnin, que comprende normalmente
100.000 iteraciones, que resultan en la convergencia progresiva hacia estimaciones
confiables de las frecuencias alelicas en cada poblacion y en la determinacién segin

probabilidades de pertenencia de los individuos a una poblacion.
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La medicién o determinacion del supuesto nimero de poblaciones (K), utiliza la estimacion
de las MCMC vy se realiza por separado de la primera etapa denominada burnin. Structure
realiza andlisis individuales para cada uno de los nimeros de poblaciones asumidos, de uno
a un numero razonablemente apropiado para el régimen de muestreo. Structure aplica un
modelo a los datos de K poblaciones asumidas o grupos genéticos, cada uno caracterizado
por un subconjunto de frecuencias alelicas identificadas en los datos. Comtinmente K no es
definido facilmente por el usuario para el conjunto de genotipos, aunque este parametro
debe ser preseleccionado. Por lo tanto, un primer paso apropiado es calcular la probabilidad
de los datos para una gama de valores de K creando probabilidades posteriores de K,
denominadas X y escritas: X | K. Puesto que K no es un valor absoluto, los valores
definidos por el usuario deben considerarse cuidadosamente, teniendo en cuenta las
caracteristicas de las poblaciones muestreadas. La ejecucion de una serie de valores de K
prescritos para obtener sus valores de X normalmente crea probabilidades menores que las
del valor de K maés apropiado, estas probabilidades tienden a ser muy similares para valores
de K mas altos. Por lo tanto, los graficos de valores de X progresan tipicamente a una
meseta para niveles de K mas allad del nimero mas aplicable de poblaciones detectadas, por
lo que el valor K mas pequefio estable, representa el valor optimo. Kalinowski (2011)
sefiala que se crean mejores clusters aplicando los valores de K mas realistas, por lo que es
prudente obtener el valor mas pequefio de K que maximiza la probabilidad global de los
datos, este enfoque captura la principal estructura de la poblacidén subyacente en los datos

sin sobreestimarla .

Durante cada analisis, los coeficientes de pertenencia permiten asignar los individuos a
cada grupo. La matriz de coeficientes de pertenencia, denominada matriz Q, se genera con
filas para el nimero de individuos analizados y columnas para los grupos K. Los
coeficientes medios de pertenencia individuales para cada poblacion forman la matriz Q de
la poblacion. Si la mezcla no es un factor para las muestras de las poblaciones analizadas,
las probabilidades posteriores de pertenecer a cada uno de los grupos K se calculan para
cada individuo y un genotipo puede considerarse un miembro del grupo con mayor
probabilidad. Si se considera la mezcla, los coeficientes de pertenencia se hacen a través de

multiples grupos.
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Este enfoque bayesiano se utilizo para inferir el nimero de subpoblaciones (K) y para
asignar los individuos a cada una de las subpoblaciones en base a la proporcién de
miembros en cada sub-poblacién y coeficiente de pertenencia (matriz Q) calculada por el
software Structure V.2 (Pritchard et al. 2000). Para esta tesis el nimero potencial de grupos
considerado vari6 de K=1 a 10, y se realizaron 3 corridas independientes de cada valor K.
El valor 6ptimo de K se establecid evaluando el estadistico AK y L(K) de acuerdo a
(Evanno et al. 2005). La medida AK provee una mejor estimacion del valor real de K que el
maximo valor L(K) devuelto por el programa Structure. Para establecer el valor K del
germoplasma el programa Structure realizd 100.000 repeticiones iniciales o iteration burn-
in (iteration burn-in: se refiere a la practica de descartar una porcion inicial de una muestra
de cadena de Markov, de manera que se minimice el efecto de estos valores iniciales en la
inferencia a posteriori del parametro) y 1.000.000 iteraciones finales (Pritchard y Wen,
2004). El modelo estadistico indicado en el programa fue el de mezcla de genomas con
alelos correlacionados y no se indic6 grado de parentesco entre las accesiones. La matriz Q,
se estim6 como el promedio de tres corridas para K=6 segun el resultado de (Evanno et al.

2005).

2.7.4 Analisis de desequilibrio de ligamiento

Del total de /oci polimérficos de la matriz binaria utilizada en el analisis de variabilidad
alélica, se eliminaron aquellos /oci con mas de 10% de datos perdidos y alelos raros o en
baja frecuencia Este andlisis se realizo previamente en el analisis de variabilidad genética
en el programa GenAlEx 6.4. Se genero un matriz codificindose como BB la ausencia de
banda, AA la presencia de banda y NA dato perdido (banda ilegible, borrosa, indefinida).
El DL se estim6 entre todos los pares posibles de marcadores polimorficos de AFLP, y
usando el cuadrado de la correlacion (r*) como parametro (Weir 1996). Los loci se
consideraron en DL con alta significancia cuando el valor de P <0,0001. El resto de los
valores de r* no se consideraron informativos. Los valores de r* y su valor critico de
significancia, estimado mediante la realizaciéon de 1000 permutaciones, se calcularon

utilizando el programa TASSEL (Bradbury et al., 2007).
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2.8 Mapeo por asociacion

Para identificar y mapear variantes alélicas de genes relacionados al CPC, CIEa*, CIE b*,
CIEL*, PMG, PH y PGP se utiliz6 el método de mapeo asociativo. Para ello primero se
seleccionaron 118 genotipos de un total de 133 de los cuales se tenia informacion genética
producida por la genotipificacion con AFLP. La estructura poblacional fue inferida a partir
de andlisis bayesianos con el software Structure como se explico anteriormente. Se
utilizaron los datos fenotipicos colectados y determinados como se explicd mas arriba en la
seccion 2.4. La genotipificacion de la poblacion se logré a partir de los resultados obtenidos
de las combinaciones de cebadores de AFLPs mencionados previamente. Para el mapeo

asociativo a nivel de todo el genoma, se utilizé el siguiente modelo lineal mixto:
y=Xp+Ov+Ku+te

Donde X es la matriz de marcadores moleculares, S es el vector de parametros relacionados
con la regresion simple de los marcadores en el fenotipo, Q es la matriz de estructura
explicada como probabilidad de pertenencia de cada individuo en una subpoblacion, v es el
vector de efectos de cada grupo o subgrupo, K es la matriz de identidad, u es la vector de
efectos poligénicos, e es el vector de los errores aleatorios. Previo al analisis los alelos raros
(frecuencia meno al 10%) no fueron considerados. El analisis se realizd mediante el
programa TASSEL, version 2.0.1 (Bradbury et al., 2007). El modelo utilizado fue el
modelo lineal mixto (MLM, Q + K) (Yu et al, 2006). Se consideré la existencia de
asociacion significativa entre un marcador y un cardcter con una tasa de falso

descubrimiento (FDR False Discovery Rate) de p <0,05 (Benjamini y & Hochberg 1995).

2.9 Analisis del gen ZDS

2.9.1 Disefo de cebadores

Para disefiar cebadores que lograran amplificar la secuencia del gen ZDS se utilizo mRNA
de ZDS de trigo pan (niimero de accesiéon FJ169496.1) proveniente de la base de datos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) (Tabla 4). El mRNA se alineé con ADN gen6émico
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y en relacion a eso se disefiaron pares de cebadores localizados a aproximadamente 1000

pares de bases (pb), utilizando el programa PrimerQuest (http://www.idtdna.com). Los

cebadores tuvieron una longitud de entre 21 y 24 nucledtidos maximizando su
especificidad. Las temperaturas de anillamiento del par de cebadores fueron similares o
préximas y el contenido de guanina y citosina varid entre 40 y 60% para tener una dptima

estabilidad de los cebadores y disminuir posibles dimerizaciones.

2.9.2 Amplificacion por PCR del gen Zds

La amplificacion por PCR de los marcadores se realizd en un volumen final de 25 pl
conteniendo 0,25 uM de cada cebador, 0,2 mM de cada deoxinucleotido, 1,5 mM MgCl,,
1U de Tagq polimerasa (Invitrogen, EE.UU.) y 150 ng de ADN gendmico. Las reacciones se
llevaron a cabo en ciclador térmico (MyCycler Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.), realizando la desnaturalizacion inicial durante 5 min a 94 °C, seguido de 35
ciclos que consistieron en 45 seg de desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de annealing a
temperatura especifica de cada cebador (Tabla 4) y 1 min de extension a 72 °C. Finalizados
los ciclos se realizd una extension final durante 10 min a 72 °C. Todas las reacciones
preparadas para la amplificacion incluyeron controles realizados con ADN de genotipo
conocido para algunos de los marcadores utilizados y un control negativo (sin adicion de
ADN). Cuando no se logré amplificacion con este protocolo, se empled un protocolo que
inclucra etapas iniciales de touchdown. También se probaron programas con temperaturas
de hibridacion especificas (Tm: melting temperature) para cada par de cebadores en base a
su contenido de CG y AT. Los valores de Tm basica (en solucién acuosa) y de Tm ajustada
en  solucion  salina  fueron  obtenidos  desde  sitios  publicos  on-line

(http://www.promega.com/biomatch/calcl1.htm#melt_results).
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Tabla 4. Secuencia, temperaturas especificas de anillamiento de cada cebador (Tm) y
numero de pb amplificadas con cada combinacion de cebador.

Pares de Genoma

Cebador Secuencia Tm °C bas?s
obtenidas
con PCR
ZDS 3-3F/ AyB
7DS 3-3R AAGCCCAGTTGTTCGAGCTCTTCT 58 1000
ZDS 3-3R TTTGATCCCTGGGACATCACAAGC 58 AyB
ZDS 4-5 F/ AyB
7DS4-5R TTGCACTGTCATCTCCTGCTGACT 58 1500
ZDS 4-5 R GCTTGTGATGTCCCAGGGATCAAA 58 AyB
ZDS 733-F/ B
7DS4-5R TGTCGAGTCAAGCCAAAGGAGAT 58 900
GCA-F/ A
YP2A-1R TGTCAGTGTCATTAGCACTGTGCA 58 1050
YP2A-1F/ A
YP2A-1R CCCTAAGGAAGCCGAGCAAAT 58 179/ 195
YP2A-1R GTGAGAGTACTAATGTTATGACCG 58 A

F: Forward R: Reverse.

2.9.3 Visualizacion de los productos de amplificacion

La presencia de producto de amplificacion luego de la reaccion de PCR fue verificada
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE (Tris-
acético-EDTA) 1X, y se utilizd6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Productos
Biologicos, Universidad de Quilmes). Las corridas electroforéticas se realizaron a 80 V
durante aproximadamente 1 hora. Para la visualizaciéon del ADN se utilizé el colorante
SYBR Safe 10,000X (INVITROGEN) con un transiluminador de luz azul Clare Chemical
Research Dark Reader.

2.9.4 Clonado de los fragmentos

Los amplicones obtenidos fueron cortados del gel de agarosa eluidos y purificados
mediante el kit comercial AxyPrep™ DNA gel extraccion (AXYGEN Biosciences),
siguiendo el protocolo recomendado. Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el
vector pGEM®-T Easy Vector System (Promega, EE.UU.), siguiendo las especificaciones

del fabricante. Brevemente, se realiz6 la ligacion con 0,5 pl de vector pGEM-T Easy, 1,5 ul
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del producto de PCR purificado, 1,5 U de ligasa T4 y buffer 2X. La reaccion de ligado tuvo

lugar durante toda la noche a 6°C.

2.9.5 Preparacion de células competentes y transformacion de E. coli por choque
térmico

Las células competentes se prepararon utilizando el método de Sambrook y col. (1989), con
algunas modificaciones. Se inocul6 1 ml de un precultivo de la cepa de Escherichia coli
DHS5aF" en 100 ml de medio LB (Luria-Bertani) y se incubd hasta alcanzar una densidad
optica de 0,5 a 600 nm. Las células se colectaron mediante centrifugacion a 4.000 rpm a
4°C durante 7 min. El sobrenadante se desechd y la biomasa bacteriana se resuspendio en
20 ml de una solucion 10 mM MOPS y 10 mM CIK, previamente colocada sobre hielo. Las
células fueron nuevamente colectadas por centrifugacion a 4.000 rpm a 4°C durante 7 min.
Se elimino el sobrenadante y el precipitado celular se resuspendi6 en 15 ml de una solucion
fria de 100 mM MOPS, 50 mM CaCl2 y 10 mM CIK. La suspension se dispuso en hielo
durante 15 min y las células fueron nuevamente colectadas por centrifugacion a 4.000 rpm
durante 7 min. Luego de eliminar el sobrenadante, el precipitado celular se resuspendi6 en
100 mM MOPS, 50 mM CI2Ca, 10 mM CIK y 15% v/v de glicerol. Finalmente, alicuotas
de 300 pl de células se conservaron a -80°C. Para la transformacion, se descongelaron las
bacterias competentes en hielo y se colocaron 100 pl en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se le
agregaron 2,5 pl de la mezcla de ligacion y se agitd suavemente, incubando luego en hielo
durante 30 min. El pulso de calor se realiz6 colocando el tubo con las células y plasmidos
en un bafio de agua a 42°C durante 30 s, permitiendo el ingreso del ADN plasmidico a las
células de E. coli competentes, luego de lo cual se sumergidé inmediatamente en hielo,
donde se lo mantuvo durante 2 min. Transcurrido ese tiempo se agregé 1 ml de medio LB y
se incubo en agitacion (150 rpm) durante 1 h 30 min a 37°C. Alicuotas de 50 - 100 pl de
bacterias provenientes de la mezcla de transformacion se sembraron en placas con medio
LB - agar (1,5%) con el antibidtico de seleccion ampicilina (100 mg/ml), isopropil tio-B-
galactosido (IPTG, 40 mg/l) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido (XGAL, 50 mg/l)
y fueron incubadas a 37°C durante toda la noche. Se prepar6 previamente soluciones stock

de 10 mg/ml de ampicilina, 200 mg/ml de IPTG y 50 mg/ml de X-gal en dimetil
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formamida. La incorporacion de IPTG y X-gal en las placas posibilitd la seleccion de
colonias recombinantes por el método a-complementacion, en el cual se utilizan vectores
que contienen las secuencias regulatorias y la secuencia codificante para los primeros 146
aminoacidos del gen de la B-galactosidasa (lacZ) de E. coli. Las colonias bacterianas
portadoras del vector no recombinante en presencia del sustrato cromogénico para la -
galactosidasa (X-gal) son de color azul. La insercion de un fragmento de ADN en el sitio de
clonado multiple resulta en la sintesis de un fragmento amino terminal que no es capaz de
complementarse. Por lo tanto, aquellas bacterias que tengan un fragmento insertado en el
sitio de clonado multiple dardn colonias blancas en presencia del sustrato (X-gal). Las
colonias blancas seleccionadas se repicaron individualmente en 4 ml de medio LB liquido
con el antibiotico ampicilina (100 mg/ml) y se cultivaron durante 16 h a 37°C, luego se los
centrifugd a 4.000 rpm durante 10 min. El plasmido se purificé con el kit comercial
Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EE.UU.), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para verificar la presencia de inserto en los vectores se
llevo a cabo una digestion con la enzima EcoRI y los productos se visualizaron en geles de

agarosa al 1%.

2.9.6 Secuenciacion

La secuenciacion de los clones de ADN se realizé en el Instituto SIGYSA (INTA Castelar,

Argentina). La interface VecScreen (www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html)

fue utilizada para eliminar las secuencias procedentes del vector del producto de la
secuenciacion. A partir de las secuencias obtenidas se disefiaron nuevos cebadores (Tabla
4) utilizando el programa Primerquest
(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/), que fueron sintetizados por

IDT (EE.UU.).

2.9.7 Analisis bioinformatico de las secuencias

Con el fin de realizar la anotacion de las secuencias, se realizd un analisis de homologia
utilizando los algoritmos BLASTn y BLASTx 2.2.20 (Altschul y col., 1997; Zhang y col.,
2000) que se encuentran disponibles en la pagina web del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La prediccion de las
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proteinas codificadas fue realizada mediante el programa FGENESH vy las proteinas
predichas fueron comparadas con las secuencias disponibles en las bases de datos de las
mismas enzimas obtenidas de trigo pan, sorgo, arroz y avena. La finalidad de este analisis
fue detectar la presencia de cambios estructurales en las regiones codificantes que pudieran

significar cambios funcionales de la enzima.

2.10 Genotipificacion de la poblacion para el gen Zds

Una vez disenados los cebadores que permiten caracterizar la variabilidad alélica del gen
que codifica la enzima Zeta caroteno desaturasa correspondientes a los genomas A y B del
trigo candeal (Tabla 4), los mismos se utilizaron para amplificar las secuencias
correspondientes en ADN gendmico proveniente de cada una de las variedades
mencionadas en el apartado correspondiente. Los productos de amplificacion fueron
visualizados en geles de agarosa al 1,5% p/v y en acrilamida al 6%. Para determinar el
tamafio de las bandas fueron utilizados como marcadores de peso molecular PCR ladder de
Biolabs (agarosa) y PCR ladder y 1Kb ladder (acrilamida). Las bandas se registraron de

acuerdo a las diferencias especificas, para luego indagar si correspondian a mas de un alelo.
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3. RESULTADOS
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3.1 Analisis estadisticos de los datos fenotipicos para caracteres de calidad y
rendimiento (CPC, CIEa*, CIEb, CIE *L PMG, PH, PGP)

3.1.1 Condiciones ambientales de las tres localidades.

A continuacion se muestra un detalle de las condiciones ambientales de las localidades de
Pieres, Cabildo y Barrow para el afio en el que se realizaron los ensayos a campo (Figura
17, A, B y C). Con temperatura y humedad adecuadas en el suelo, el cultivo de trigo se
desarroll6 en forma normal, con buen macollaje y sin heladas que redujeran la superficie
foliar. Si bien se presentaron algunas heladas tardias a fines de octubre, en general no
produjeron dafios de importancia. En el mes de octubre, las temperaturas fueron normales,
pero las escasas lluvias afectaron al cultivo hacia finales del mes. A partir del 4 de
noviembre, las lluvias fueron abundantes, recuperando la humedad del perfil (190 mm en
noviembre) en el centro a oeste de la subregion IV. Toda la subregion mostrd una
precipitacion superior en el mes de noviembre, permitiendo un llenado de grano muy

bueno, lo cual se vio reflejado en valores de PMG por encima de la media historica.

Las lluvias totales desde junio a diciembre fueron un 8% superiores a lo normal, y un 110%
mayores en la etapa de llenado de grano (mes de noviembre). La duracion del periodo
espigazon-madurez fue normal, permitiendo que la cosecha se realizara en la Gltima semana
de diciembre. En noviembre, las temperaturas medias fueron inferiores a la media de los
ultimos 10 afos (=1,4° C inferiores) y con solo dos dias de mas de 30° C. Las lluvias
abundantes condujeron a un aumento importante en el PMG y en el PH, que contribuy6 a
buenos rendimientos y a una buena calidad comercial. Las enfermedades foliares no fueron
importantes por no darse las condiciones predisponentes y soélo las variedades muy
susceptibles tuvieron efectos importantes de roya de la hoja como para mostrar depresion
del rendimiento y de la calidad comercial. Los rendimientos en la zona, producto de las

buenas condiciones climaticas en Pieres y Barrow, fluctuaron entre 3000 y 6000 kg/ha.

65



A)

B)

©)

Resultados

T o) Condiciones ambientales Pieres »mm)

30 300

20 \ 200

. I i /E .
0 || . | . N 0
LRI A NV ] <

s Precipitacionmm — ==Temperatura °C

T Condiciones ambientales Cabildo p mm)

30 150

20 —— 100

10 \ 50

0 -0

¢ RS I R Y
FEFFTF LS LS
B Precipitacion mm === Temperatura °C

rccy Condiciones ambientales Barrow p imm

25 , 200

20 | S 150

15

” 100
s 50

N O & SN LU L
FEST T §@Vw§’ L

mmmm Precipitacionmm = Temperatura °C

Figura 17. Condiciones climaticas: temperatura y precipitacion para los ambientes Pieres (A), Cabildo (B)

Barrow (C) en el afio en que se realizaron las experiencias de campo (2011).
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3.2 Caracteres investigados.

Las determinaciones fenotipicas se realizaron en 133 genotipos, 118 de los cuales se
corresponden con aquellos genotipos con informacion molecular disponible. Los caracteres
investigados fueron peso de mil granos (PMG, g), peso hectolitrico (PH, Kg/hl), contenido
de pigmentos carotenoides (CPC, ppm), componentes del color: (CIE b*), (CIE a*), (CIE
L*) y rendimiento de parcela (PGP, kg/ha). Teniendo en cuenta los modelos lineales mixtos
y los lineales generalizados, se tratd de seleccionar genotipos superiores utilizando los
métodos REML/BLUP, correlaciones de Pearson entre los caracteres y pardmetros

genéticos.

3.3 Analisis de la varianza individual y conjunta.

El PMG, PH, CPC, los componentes del color CIE b*, CIE a* y CIE L* y el PGP se
evaluaron en los tres ambientes bonaerenses, Pieres, Cabildo y Barrow, en ensayos
realizados en la campafia 2011/2012. El andlisis de la varianza de CPC y demas variables
para ambientes individuales permitié detectar efectos altamente significativos (p <0,01)
debidos a los genotipos. Para la localidad de Barrow se evidenciaron efectos significativos

sobre los bloques (Tabla Suplementaria 2).

El andlisis de varianza conjunto indicé efectos altamente significativos (p <0,001) para los
factores ambiente, genotipo y la interaccion GXA sobre los siete caracteres (Tabla 5). En
términos de las estimaciones de parametros de covarianza via REML, la mayor proporcion
de la varianza en relacion a color amarillo (CPC y CIE b*) fue debida al factor genotipo,
seguido del factor ambiente y por el componente de la interaccion GxA, aunque en menor
magnitud. Por el contrario, la mayor parte de la variacion en el brillo (CIE L*) fue
explicada por el factor ambiental, seguido por el componente genotipico, que tuvo una
igual contribucion que el factor GXA en relacion con la variacion total. La mayor parte de
la variacion en el rojo (CIE a*) fue explicada por los genotipos, seguido por el componente

GXA y, en una magnitud mucho menor, por el factor ambiental.

En cuanto al caracter PMG, la mayor parte de la variacion fue debida al genotipo, seguida

por el componente de interaccion GxA, y por ultimo y en menor medida, por el ambiente.

67



Resultados

En el caso del PH, la mayor parte de la variacion fue explicada por el factor genotipo,
seguido por el componente de interaccion GxA y, por ultimo, por el factor ambiente, siendo
la contribucion de estos dos ultimos factores similar. En cuanto al rendimiento, la mayor
parte de la variacion relacionada con el PGP fue explicada por el ambiente, seguida por el
componente de interaccion GXA 'y, por ultimo, por el factor genotipo, siendo la
contribucion de estos dos ultimos factores limitada en comparacion con la variacion
atribuida al factor ambiental.

Tabla 5. Estimaciones de la varianza para los efectos aleatorios y valores F para el efecto fijo
(AMB) del analisis de la varianza (ANOVA) para los caracteres: peso de granos por parcela (PGP),
contenido de pigmento amarillo (CPC), color amarillo (CIE b*), peso de mil granos (PMG), peso
hectolitrito (PH), brillo (CIE L) y color rojo (CIE a*). Los datos fueron analizados para los tres

ambientes bonaerenses Pieres, Cabildo y Barrow en conjunto mediante REML usando PROC
MIXED en SAS. *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001, ns: no significativo.

Fuente de variacion PGP CPC C(CIE b* PMG PH CIE L* CIE a*
. 0,39 0,883 11,049 2,96 0,165 0,062
Genotipo 2538,3 #ok ok *kok *kok sk otk ke
160957 0,168 0,1210 5,7 1,439 0,209 0,016
Amb*Gen sk sk ok ok sk sk sk
Repeticion(Bloque) 0,0 0,007  0,0150 0 0 0,021 0,002
3187 0,012  0,0230 1,643  0,0084 0,051 0,005
Bloque (Amb * Rep.) s %% *k ek * o o
. 140699 0,09 0,1620 8,890 0,125 0,268 0,030
Residual sk sk ok ok sk sk sk
Testk 1}3{:; efectos  pop  cPC CIEb* PMG PH CIEL* CIE a*
Efecto AMB Amb amb Amb Amb Amb Amb Amb
Num., DF 2 2 2 2 2 2 2
Den DF 30 30 30 30 30 30 30
Valor F 1047,40 73,71 78,03 23,68 75,82 107,04 13,61
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Teniendo en cuenta la elevada proporcion relativa de la variacion total proporcionada por el
factor genotipico, no es sorprendente encontrar valores altos de heredabilidad en sentido
estricto (h2 = 84,5%, 92,8% , 85,5%, 76,5% y 85,54%,) para los caracteres CPC, CIEb*,
CIEa*, PMG y PH respectivamente. El caracter CIEL*, obtuvo un valor de heredabilidad
medios (h* = 59,1%, respectivamente). Por otro lado, el caracter de rendimiento PGP,

obtuvo un valor de heredabilidad relativamente bajo (0’ =3,19%).

Cuando se consideraron las medias de minimos cuadrados obtenidas mediante el analisis de
la varianza via REML para el factor fijo ambiente (Tabla 6) se encontré que los valores de
PMG, oscilaron entre 44,2 y 48,3 g, presentando granos mas pesados la localidad de
Barrow. En cuanto a los valores de PH, oscilaron entre 75,8 y 77,7 Kg/hl logrando los
mayores valores la localidad de Cabildo, aunque para las tres localidades la variacion fue
menor para este parametro. Los valores de CPC oscilaron entre 4,5 a 5,3 ppm siendo los
materiales cosechados en la localidad de Cabildo los que presentaron mayor contenido de
pigmentos carotenoides. Los valores de CIEb*, oscilaron entre 13,1 y 14,1, presentando
mayores valores de color amarillo los materiales cosechados en la localidad de Cabildo.
Con respecto al brillo los valores de CIEL* fluctuaron entre 81,5 y 83,1 registrandose en la
localidad de Cabildo los mayores valores. En Barrow fue donde se obtuvieron mayores

valores de color rojo (CIEa* entre -0,04 y 0,11).

Tabla 6. Medias de minimos cuadrados (MMC) obtenidas mediante REML en un MLM para el
factor fijo ambiente calculadas para las variables CPC, CIE b*, CIE L*, CIE a*, PMG, PH y PGP
de 133 variedades de trigo candeal evaluadas para las localidades de Pieres, Cabildo y Barrow. Los
valores en negrita en la columna AMB y MMC (ambientes y medias de minimos cuadrados) fueron
aquellos valores que preserntaron la mayor media para el caracter evaluado. *P<0,05, **P<0,001,
**%Pp<(0,0001, ns: no significativo.

Caracter Efecto AMB MMC Error estindar gl t Valor Pr > |t|
PGP AMB PIERES 4735,25 610,867 30 77,52 <0,0001
AMB CABILDO 872,82 610,867 30 14,29 <0,0001

AMB BARROW 3495,09 610,867 30 57,22 <0,0001

CPC AMB PIERES 4,5706 0,07525 30 60,74 <0,0001
AMB CABILDO 5,3868 0,07525 30 71,58 <0,0001

AMB BARROW 4,8557 0,07525 30 64,53 <0,0001

CIE b* AMB PIERES 13,565 0,1024 30 132,47 <0,0001
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Caracter Efecto AMB MMC Error estindar gl t Valor Pr > |t|
AMB CABILDO 14,144 0,1024 30 138,12 <0,0001
AMB BARROW 13,191 0,1024 30 128,82 <0,0001
PMG AMB PIERES 46,2599 0,5098 30 90,73 <0,0001
AMB CABILDO 44,2722 0,5098 30 86,84 <0,0001
AMB BARROW 48,3782 0,5098 30 94,89 <0,0001
PH AMB PIERES 77,0215 0,1833 30 420,19 <0,0001
AMB CABILDO 77,7193 0,1833 30 424 <0,0001
AMB BARROW 75,8586 0,1833 30 413,84 <0,0001
CIE L* AMB PIERES 82,5631 0,09126 30 904,7 <0,0001
AMB CABILDO 83,1315 0,09126 30 910,93 <0,0001
AMB BARROW 81,5817 0,09129 30 893,64 <0,0001
CIE a* AMB PIERES -0,04568 0,03391 30 -1,35 0,188 ns
AMB CABILDO -0,02503 0,03391 30 -0,74 0,4661 ns
AMB BARROW 0,1113 0,03392 30 3,28 0,0026 ns

Las correlaciones entre las medias de minimos cuadrados para CPC entre los ambientes

variaron de 0,83 a 0,95 (p <0,001), indicando una consistencia o patron entre los genotipos

y los ambientes, sugiriendo que la interaccidon genotipo — ambiente observada es de tipo no

cruzada (Figura 18 A-G)

70



CPC EN LAS LOCALIDADES DE PIERES, CABILDO ¥ BARROW

P LARALAN Y
=i L LSAMLAN CA
e P LAAMLAN R

§

:

§

—a— FB* LSMEAN P
=m= b LAMIAN CA
== b IAMELAN B4

§

E

o 20 an o L) 1m 12 a0 L]

i s candiedl il

PMG EN LAS LOCALIDADES DE PIERES, CABILDO Y BARROW

—a— PG LSMEAN P
== PG LSMIEAN (A
= PRAGLSMILAN BA

PEE R

Resultados

71



Ph EN LAS LOCALIDADES DE PIERES, CABILDO Y BARROW

== Pty LSMEAN P
—a—Ph LSMEAN CA
== P LSMEAN BA
160
RENDINIENTD £M LAS LOCALIDADES O PIERES, CABILDO ¥ BARROW
Monoh -
] "
] | ]
600000 —f I It 1t
J 1 Ml LAl .
soonoo Wb ik pdn d W b LA on o SVER Y
TIIVYTVRL U™ YT aRET PO "™ g o\
& eooone (JUWL Wk VTI LTRY TITNT - —— BT | SAAE AN BY
C MATIAGA M AR s APANTARUF AR A 1 WAV
o TUFRLT WU ALY I WD AL Y — GPP LSMEAN CA
300000 1§ i‘f - PPy } -
1 n ——— GPP LSMEAN BA
et e
100000 [x nAcramoc ae ‘Mjn_n M b op el
R W RIS W TR,
000
a il 40 &0 BO 100 120 140 160
VAREMANES DE TRIGO CAMDEAL
FL BARROW
85.00
B4,00
8300 -
8200 |
% 8100 | —— FLLSMEAN Pt
8000 —— FLLSMEAN CA
—FLLSMEAN BA
79,00
TR0
77.00
0 0 40 &0 -] 100 10 140 160
VARIEDADES DE TRIGO CANDEAL

Resultados

72



Resultados

G Fa® EN LAS LOCALIDADES DE PIERES, CABILDO Y BARROW

13 LSMEAN
| [ 13 LSMEAN

| fa LSMEAN
ol VW UN I Tl w0 Y 1| A Bt {120 160

0,50 i . -

VARIDADES DE TRIGO CANDEAL

Figura 18. Interaccion de tipo no cruzada identificada a partir de las medias de minimos cuadrados de cada
uno de los genotipos obtenidas mediante un modelo lineal generalizado (GML) y graficadas en los ambientes:
Pieres, Cabildo y Barrow para los carcateres: (A) CPC, (B) CIE b*, (C) PMG, (D) Ph, (E) PGP, (F) CIE L*y

(G) CIE a* en el afio en que se realizaron las experiencias de campo (2011).

3.4 Correlaciones de Pearson entre ambientes para las variables CPC, CIE b*, CIE
L*, CIE a*, PMG, PH, PGP

Los coeficientes de correlacion de Pearson fueron calculados mediante PRO CORR en SaS
para las medias de minimos cuadrados de cada uno de los genotipos obtenidas via GML y
fueron comparadas mediante el test de Tukey, encontrandose diferencias significativas (p >
0.01) para las medias de los genotipos de todos los caracteres exceptuando a el caracter

color rojo o CIE a* en las localidades de Pieres y Cabildo (Tabla 7 y Tabla suplementaria

1.1)

Tabla 7. Medias de minimos cuadrados (MMC), obtenidas en un modelo lineal generalizado para el
factor genotipo. Las MMC fueron calculadas para las variables CPC, CIE b*, CIE L*, CIE a*,
PMG, PH y PGP de 133 variedades de trigo candeal evaluadas para las localidades de Pieres,
Cabildo y Barrow. Los valores en negrita en la columna AMB y MMC (ambientes y medias de
minimos cuadrados) fueron aquellos valores que presentaron la mayor media para el caracter
evaluado. HSD: valor de diferencia honestamente significativa para la prueba de Tukey **P<0,01,
ns: no significativo.

. Error HSD.
Caracter Efecto AMB MMC estandar V.Tukey Pr > |t|
PGP GEN PIERES 4733,42 42,03 172,95 (A) ok
GEN CABILDO 870,88 42,03 172,95 (B) o
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Error HSD.

Caracter Efecto AMB MMC estandar V.Tukey Pr > |t|
GEN BARROW 3493,82 42,03 172,9 (C) o
CPC GEN PIERES 4,57 0,04 0,28 (A) o
GEN CABILDO 5,39 0,04 0,28 (B) ok
GEN BARROW 4,86 0,04 0,28 (C) o
CIE b* GEN PIERES 13,57 0,04 0,37 (A) o
GEN CABILDO 14,14 0,04 0,37 (B) o
GEN BARROW 13,19 0,04 0,37 (C) wk
PMG GEN PIERES 46,23 0,28 1,66 (A) o
GEN CABILDO 44,22 0,28 1,66 (B) ok
GEN BARROW 48,38 0,280 1,66 (C) o
PH GEN PIERES 77,00 0,11 0,74 (A) o
GEN CABILDO 77,70 0,11 0,74 (B) o
GEN BARROW 75,86 0,11 0,74 (C) o
CIE L* GEN PIERES 82,56 0,05 0,26 (A) o
GEN CABILDO 83,13 0,05 0,26 (B) ok
GEN BARROW 81,58 0,05 0,26 (C) o
CIE a* GEN PIERES -0,04 0,02 0,11 (A) ns
GEN CABILDO -0,02 0,02 0,11 (B) ns
GEN BARROW 0,11 0,02 0,11(B) o

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0.01)

Los caracteres CPC y CIEb* mostraron una correlacion significativa (r = 0,95) (Tabla 8).
Estos caracteres también se correlacionaron significativamente, pero de manera negativa,
con el PMG (r=- 0,20 y r = - 0,17 respectivamente). Es decir que los materiales de granos
mas grandes presentaron menores valores de color amarillo y pigmento debido
fundamentalmente a un efecto de dilucion. El PMG también se correlacion6 significativa y
positivamente con el componente de color CIEL* (r = 0,24), presentando mayor brillo
aquellos materiales de granos mas pesados. El PH mostr6 correlaciones significativas con
el PGP, CIEL* y CIEa*(r = 0,15, r = 0,36 y con r = -0,17, respectivamente). E1 PGP
correlacion6d significativamente y positivamente con (CPC) y con los componentes del
color CIE b* y CIE L* y con el PH (r =0,22, r =0,20, r =0.15 y r= 0.15) y negativamente
con CIE a* (r = -0.28).
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Tabla 8. Correlaciones fenotipicas y de Pearson para caracteres de calidad y rendimiento de 133
variedades de trigo candeal en los ambientes Pieres, Cabildo y Barrow evaluadas en conjunto. Los
valores en negrita son valores que presentaron correlaciones significativas para los caracteres
evaluados *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, ns: no significativo.

Caracter CPC CIE b* PMG PH PGP CIE L* CIE a*
CpPC 1 0,95 *** -0,20% -0,05ns 0,22% 0,015ns -0,60 ***
CIE b* 1 -0,17* -0,04ns 0,20 * 0,02 ns -0,63%**
PMG 1 0,075ns 0,07ns 0,24 ** -0,12 ns
PH 1 0,15* 0,36 *** -0,17*
PGP 1 0,15 * -0,28 **
CIE L* 1 -0,64 ***
CIE a* 1

En el ambiente Pieres (Tabla 9) el CPC y el componente de color CIEb* también
correlacionaron positiva y significativamente (Tabla 9), presentando los valores mas bajos,
teniendo en cuenta valores observados en los tres ambientes. La correlacion entre los
componentes del color y el PMG fue significativa pero negativa, con valores de -0,14 y -
0,15, respectivamente. El PH y el PMG presentaron una correlacion del 34%. Este factor de
calidad también correlacioné con el PGP en un 26%. El color rojo de la sémola integral
(CIE a*) correlacion¢ significativa y negativamente con todas las variables evaluadas. Para
esta localidad el brillo y el color b*, asociado con el amarillo de las sémolas integrales,

correlacionaron negativa pero significativamente, con un valor de -0,17

Tabla 9. Correlaciones fenotipicas y de Pearson para caracteres de calidad y rendimiento de
variedades de trigo candeal evaluadas en el ambiente Pieres. Los valores en negrita presentaron
correlaciones significativas para los caracteres evaluados *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, ns: no
significativo.

Caricter CPC  CIE b* PMG PH PGP CIE L* CIE a*
CPC 1 0,83%*%  -0,14*  -0,05ns  0,12ns  -0,09ns - 0,43%%*
CIE b* 1 -0,15% -0,08ns  0,088ns  -0,17*  -0,44 ***
PMG 1 0,34%%* 0,12 ns 0,26 ** -0,18 *
PH 1 0,26%* 0,36 ***  -0,19 *
PGP 1 0,13ns  -0,32 **
CIE L* 1 -0,67 **
CIE a* 1
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La correlacion mas elevada entre el CPC y el CIEb* se observo en el ambiente Cabildo,
con un valor de 0,94 (Tabla 10). Es conocido que en esta localidad el candeal rinde menos,
pero las observaciones indican que los granos concentran valores mas elevados de
pigmento amarillo. Esto también se desprende de la correlacion entre el PMG y los
componentes del color, que fue significativa pero negativa y mayor que en el ambiente
Pieres. En este ambiente el PH y el PGP se correlacionaron significativa y negativamente,
con un valor de -0,15.

Tabla 10. Correlaciones fenotipicas y de Pearson para caracteres de calidad y rendimiento de
variedades de trigo candeal evaluadas en el ambiente Cabildo. Los valores en negrita presentaron

correlaciones significativas para los caracteres evaluados. *P<0,05, **P<(,01, ***P<(0,0001, ns: no
significativo.

Caracter CPC CIE b* PMG PH PGP CIE L* CIE a*
CpPC 1 0,94 %%* -0,23** -0,10 0,21** -0,09 -0.45%%*
CIE b* 1 -0,19* -0,06 0,25%* -0,08 -0,46%**
PMG 1 0,038 0,27%* 0,14 -0,00092
PH 1 -0,15* 0,16* -0,037
PGP 1 0,05 0,05
CIE L* 1 -0,66%**
CIE a* 1

En la localidad de Barrow la correlacion entre el CPC y el CIE b* fue del orden de 0,87,
(Tabla 11). Estos caracteres no se correlacionaron con el componente de color relacionado
con el amarronamiento o bajo brillo de las sémolas integrales, pero si lo hicieron
significativa y negativamente con el rojo de las sémola con un valor de -0,43 y -0,50 para
CPC y CIEb*, respectivamente. El color amarillo de la sémola también se correlaciond
significativa pero negativamente con el peso de los granos (r=0,22). Este resultado no es
sorprendente dado que en esta localidad suelen observarse valores de CIEb* y CPC medios
a altos y por lo general rindes con comportamientos similares, lo cual concuerda con la idea
de que a mayor tamafo de grano posiblemente se de una diluciéon de los pigmentos

amarillos.
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Tabla 11. Correlaciones fenotipicas y de Pearson para caracteres de calidad y rendimiento de
variedades de trigo candeal evaluadas en el ambiente Barrow. Los valores en negrita presentaron
correlaciones significativas para los caracteres evaluados *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, ns: no
significativo *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001, ns: no significativo.

Caracter CPC CIE b* PMG PH PGP CIE L* CIE a*
CpPC 1 0,87%* -0,28* -0,0038 0,074 -0,004 -0,43%%*
CIE b* 1 -0,22%* 0,024 0,082 -0,026 -0,50%%*=*
PMG 1 -0,098 -0,038 0,29%* -0,19*
PH 1 0,040 0,25%* -0,18*
PGP 1 0,13 -0,13
CIE L* 1 -0,63*%*
CIE a* 1

3.5 Parametros genéticos

3.5.1 Estimacion de parametros genéticos

Los parametros genéticos fueron estimados mediante los estimadores de los componentes
de la varianza REML (Restricted maximum likelihood) mediante los modelos lineales
mixtos. En el andlisis de los modelos mixtos, los efectos del modelo no se ponen a prueba a
través de pruebas F, como se hace en el andlisis de la varianza. En este caso, para los

efectos aleatorios, la prueba recomendada es la prueba de razéon de verosimilitud

(likelihood ratio test, LRT). Este estadistico sigue una distribuciéon 2 con grados de

libertad igual a la diferencia del nimero de parametros entre los dos modelos analizados. El
estadistico LRT permiti6 evaluar la importancia de caracteres de calidad y rendimiento y

fueron testeados entre el 1 y 5% de probabilidad, con un grado de libertad.

El analisis de desvio (ANODEV) proporciona una forma de evaluar el impacto de una
covariable comparando la desviacion explicada por la covariable contra la desviacién no
explicada por la misma. Este analisis fue ejecutado en SaS.9.01 a partir de los modelos
lineales mixtos (Tabla 12) y permitié detectar diferencias significativas utilizando LRT al
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1% de probabilidad para los factores aleatorios genotipo (gen) y la interaccion genotipo por
ambiente (gen*amb) para los caracteres peso de mil granos (PMG), peso hectolitrico (PH),
contenido de pigmentos carotenoides (CPC) y los componentes del color (CIE b*, CIE a* y
CIE L*). En relacion al rendimiento por parcela (PGP) el factor aleatorio genotipo no fue

significativo, pero si la interaccion (gen*amb).

Los factores fijos (ambiente/localidad) testeados con la prueba F fueron significativos (p
<.0001) para todos los caracteres. Estos valores de LRT indican qué tan importante es o
cual es el aporte para el modelo estadistico del factor aleatorio (genotipo) o la interaccion
entre el genotipo y el ambiente. Este analisis, entonces, permitio ratificar los resultados
obtenidos con el andlisis anterior. Es decir, que los caracteres CPC, CIE b*, CIE a*, PMGy
PH mostraron las mayores variaciones atribuidas al genotipo (con valores de LRT = 165,
LRT = 314, LRT = 175, LRT= 98 y LRT =178, respectivamente), indicando que los
materiales dentro de la coleccion presentan un rango amplio de variacién fenotipica,
atribuible en gran medida al genotipo. Esto podria explicarse por la presencia de diferentes
alelos para cada uno de estos caracteres, lo que permite incrementar el potencial para
identificar asociaciones entre marcadores polimorficos y el/los QTL que controlan el
caracter. Con respecto al PGP, al no ser significativo en el modelo, indicaria que el factor
genotipo no aporta informacioén para este caracter como variable al modelo, pero si la
interaccion con el ambiente.

Tabla 12. Analisis de desvio (ANODEYV) identificando el valor LRT de aporte al modelo, para los
efectos aleatorios del modelo lineal mixto, genotipo (GEN) y la interaccion genotipo*ambiente
(GEN*AMB) para los siete caracteres fenotipicos evaluados en 133 variedades de trigo candeal en
tres ambientes de la Pcia. de Bs As. Chi-cuadrado tabulado (3,84 y 6,63) para los niveles de
significacion de 5% y 1%, respectivamente. Si la prueba LRT (likelihood ratio test) a través de chi-
cuadrado tiene un valor de p <0.05 es significativa para GEN y para la interaccion GEN * AMB.+

Desviacion del modelo ajustado sin el efecto del genotipo. ++ La desviacion del modelo ajustado
con efecto del genotipo.

Factor Carscter Desviacion sin Desviacion con Valor P-valor chi-
efecto aleatorio + efecto aleatorio++ LRT cuadrado
GEN PGP 12413,6 12413,5 0,046 0,8302
GEN*AMB PGP 12521,7 12413,5 108,120 <0,0001
GEN CPC 1453,0 1288,0 165,009 <0,0001
GEN*AMB CPC 1467,3 1288,0 179,329 <0,0001
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Factor Carécter Desviacion sin Desviacion con Valor P-valor chi-
efecto aleatorio + efecto aleatorio++ LRT cuadrado
GEN CIE b* 1931,9 1617,5 314,43 <0,0001
GEN*AMB CIE b* 1680,6 1617,5 63,081 <0,0001
GEN PMG 47474 4648,5 98,8303 <0,0001
GEN*AMB PMG 4701,2 4648,5 52,6513 <0,0001
GEN PH 2368 2189,4 178,567 <0,0001
GEN*AMB PH 2881,5 2189,4 692,142 <0,0001
GEN CIE L* 1840,5 1803.,4 37,0756 <0,0001
GEN*AMB CIE L* 1871 1803,4 67,5879 <0,0001
GEN CIE a* 271,8 96,3 175,492 <0,0001
GEN*AMB CIE a* 137,4 96,3 41,174 <0,0001

El analisis de los estimadores de los componentes de la varianza utilizando REML,
permitio determinar coeficientes de variacion genética (CVg) altos, intermedios y bajos
(Tabla 13) para los caracteres evaluados. El coeficiente de variacion es un indicador del
grado de variabilidad debido al genotipo (expresa la magnitud de la contribucion genética
del total de la variacion del caracter y cuantifica la magnitud de la variaciéon genética
disponible para la seleccion y, por tanto, son deseables valores altos). Los caracteres
rendimiento y brillo de la sémola presentan valores muy bajos (0,49 y 1.66,
respectivamente), el peso hectolitrico y el color rojo presentaron valores intermedios (2,24
y 2.44, respectivamente), el contenido de pigmentos carotenoides, color b* y el peso del
grano presentaron los valores mas altos (12,63; 6,90 y 7,18, respectivamente). Esto indica
que todavia existe un amplio margen, en términos de seleccidon, en los ultimos tres
caracteres mencionados. No sucede lo mismo para CIE L*, peso hectolitrico y color rojo.
No obstante, se puede esperar respuesta debido al alto grado de heredabilidad encontrado
en estos caracteres.

Tabla 13. Heredabilidad y parametros genéticos para caracteres de calidad y rendimiento en
variedades de trigo candeal evaluadas en tres ambientes bonaerenses.

Parametros Genéticos CPC CIE b* PMG PH CIEL*  CIE a* PGP
\%i 0,65 1,17 25,67 4,53 0,64 0,11 304194,23
Vg 0,39 0,88 11,05 2,96 0,17 0,06 2538,28
Vga 0,17 0,12 5,73 1,44 0,21 0,02 160956,98
c’int 0,26 0,10 0,22 0,32 0,33 0,15 0,53
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Parametros Genéticos  CPC CIE b* PMG PH CIEL*  CIE a* PGP
Ve 0,09 0,16 8,89 0,13 0,27 0,03 140698,97
h’mgen 84,58 92,89 76,52 85,54 59,15 85,59 3,19
Acgen 91,97 96,38 87,47 92,49 76,91 92,51 17,85
Cvg 12,63 6,90 7,18 2,24 0,49 2,44 1,66
Cve 6,08 2,96 6,44 0,46 0,63 1.73 12,36
Cvg/Cve 2,08 2,33 1,11 4,86 0,79 1,44 0,13
rgloc 0,70 0,88 0,66 0,67 0,44 0,79 0,02
PEV 0,06 0,06 2,59 0,43 0,07 0,01 2,457
SEP 0,24 0,25 1,61 0,65 0,26 0,10 49,57
X 4,94 13,63 46,30 76,87 82,43 0,01 3034,39

: VI=Vg+Vga+Ve: Varianza Fenotipica (GEN);
Vg: Varianza Genotipica;
Vga: Varianza de interaccion GEN X AMB;
c’int= Vga/Vf: Coeficiente de determinacion de los efectos de interaccion GEN X AMB; Ve: Varianza

ambiental (Residual)

h’mg= (Vg/ (Vg+Vga/num.amb+Ve/ (num.amb*num.rep): Herdabilidad media (genotipos);

AcGen=raiz.cuadrada (hzmg): Exactitud en la seleccion de los genotipos;
CVg=raiz.cuadrada (Vg/media. General): Coeficiente de variacion genético;
Ve=raiz. Cuadrada (Ve /media. General): Coeficiente de variacion ambiental; CVg/Cve=CVg/Cve:
coeficiente de variacion relativo;
rgloc=Vg/ (Vg+Vga): Corr. Genotipica del rendimiento de los genotipos en varios entornos;
PEV= (1-AcGen”2)*Vg: varianza del error de prediccion de los valores genotipicos;
SEP= raiz.cuadrada (PEV): desviacion estandar de valor genotipico;

—X: Media. General.

El coeficiente de variacion ambiental (CVe) para el rendimiento fue elevado (12,36),
indicando un efecto importante del ambiente sobre este caracter (Tabla 13). En cambio, el
contenido de pigmentos carotenoides (6,08), el color amarillo de la sémola (2,96) y el peso
del grano (6,44) presentaron valores intermedios, indicando un efecto ambiental moderado
que debe tenerse en cuenta para la seleccion de genotipos. El peso hectolitrico (0,46), el
componente brillo (0,63) y color rojo de la sémola (1.73) presentaron valores bajos. Este
coeficiente cuantifica la magnitud de la variacion ambiental sobre la expresion total del

caracter. En términos de seleccion son deseables valores bajos.

La relacion entre el coeficiente de variacion genético ambiental CVg/CVe o indice de
variacion fue mayor para los caracteres PH, CPC, CIEb* y menor para PGP (0,13) (Tabla
13). Este indice de variacion cuantifica la proporcion de variabilidad genética en relacion a
la variabilidad ambiental. La relacion CVg/ CVe es determinada para obtener valores de

ganancia por seleccion, y, cuando tiende a uno o es superior a uno, la variacion genética es
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mayor que la variacion ambiental, lo que indica que la seleccion para estos caracteres tiene
las mejores condiciones en términos de ganancia genética inmediata. En la poblacion
evaluada, mayores respuestas a la seleccion podran ser obtenidas para las caracteristicas
PH, CPC, CIEb*, CIEa y PMG, que presentaron valores de 4,86, 2,08, 2,33, 1,44 y 1,11,

respectivamente.

Los valores de heredabilidad (A%), en general, fueron medios a altos para los caracteres
evaluados (Tabla 13 y Tabla suplementaria 2 a). De acuerdo con Stanfi et al (1971), los
caracteres se consideran de heredabilidad alta cuando esta es mayor a 0,50, de
heredabilidad media entre 0,20 y 0,50, y de heredabilidad baja si esta fue menor a 0,20. Los
caracteres CPC, CIE b*, PMG, PH y CIEa* presentaron valores de heredabilidad altos
(84,58% 92,8%, 76,52%, 85,54 % y 85,59%, respectivamente), mientras que se obtuvieron
valores medios para CIEL* (59,15%) y bajos para PGP (3,19%).

En general, los caracteres evaluados en este andlisis presentaron valores altos de
variabilidad, (Tabla, 13) lo cual es esperable al tratarse de una coleccion de germoplasma
con variedades de diferentes origenes y con estructura poblacional. Las correlaciones
genotipicas (rgloc) para las variables CPC, CIEb* y CIEa fueron elevadas en las tres
localidades, con valores de 0,70, 0,88 y 0,79, respectivamente. Lo que sugiere un alto
componente genético y en ese sentido una alta variabilidad alélica predominando sobre el

factor ambiental.

En funciéon del mayor o menor grado de adaptabilidad y estabilidad genética de los
genotipos, la varianza de la interaccién genotipo por ambiente (Vga), puede sobreestimar la
expresion de un caracter fenotipico (Bastos et al., 2007). Esta medida cuantifica la fraccion
de la variacion total debido a la interaccion GxA. Un valor de estimacion de Vga de
pequefia magnitud indica que la interaccion GxA tiene poca influencia sobre el valor
fenotipico (Maia et al. 2009). En ese contexto, un genotipo con una buena productividad en
un ambiente tiende a mantener parametros similares en ambientes diversos, una vez que ese
genotipo responde favorablemente a las influencias ambientales (correlacion entre valores
genotipicos, a través de las localidades), ademas de poseer predictibilidad considerable

frente a las variaciones ambientales
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3.5.1.1 Genotipos superiores para los caracteres evaluados en las localidades de

Pieres, Cabildo y Barrow.

En esta seccion de la tesis se tratd toda la informacion volcada en los puntos precedentes
para seleccionar genotipos superiores para los caracteres de interés. De acuerdo con Cruz et
al. (2004), el desempefio fenotipico por si solo no es la manera més adecuada de estimar
los componentes de la varianza. Una alternativa complementaria es predecir el mérito
genético (Robinson, 1991) por medio del predictor lineal e insesgado (BLUP) (Resende,
2002) que permite predecir valores genéticos sin las influencias del ambiente (Chiorato et
al., 2008). Segun Bhering et al. (2012), el uso de criterios de seleccion que permitan la
prediccion de las ganancias genéticas orienta, de manera eficaz, el proceso de mejoramiento
porque posibilita la prevision de los resultados de los esquemas adoptados y la toma de

decision con base en datos cientificos.

Con la inferencia genotipica (m + BLUP) es posible observar cuales genotipos presentan
valores positivos en relacion a la media para las caracteristicas deseadas. Si el interés del
mejorador es el de plantas con bajo CIE L*, se pueden escoger genotipos con prediccion
negativa, pero si el objetivo es de plantas de mayor CPC, los genotipos con prediccion
positiva tienen prioridad. Ademas, el mejorador puede cruzar la informacién de los valores
fenotipicos y genotipicos para perfeccionar la inferencia y seleccion o descarte de

genotipos.

Los resultados obtenidos con la metodologia REML/BLUP para los caracteres relacionados
con el color del grano, como el CPC (Tabla 14) y CIEb* (Tabla 15), evaluados en 133
genotipos indicaron que los materiales Amarillo (53), CBW 05082 (133), Buck Topacio
(2), Durobonus (110), Vivadur (120), Joyau (111), Exeldur (123), CBW 0105 (33), CBW
0225 (40), VF 0163 (23) y Argeles (124) fueron los que se obtuvieron las primeras
posiciones en la escala de genotipos superiores para las localidades de Pieres, Cabildo y
Barrow. Se evidencia que los valores (g, mejor predictor lineal insesgado) que hacen
referencia al valor BLUP estan en un rango de 2,36 a 1,38. La interaccion con el ambiente

vari6 entre 0,3 y 0,143. Estos ultimos se consideran valores bajos de influencia ambiental,
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que pueden ser soportados por la plasticidad genotipica de los materiales, indicando que los
genotipos mencionados mostraron una mayor capacidad de adaptacion y estabilidad para
ser seleccionados en los ambientes evaluados. El parametro o atributo ganancia genética se
describe como la magnitud de la ganancia genética ganada corregida por la heredabilidad
de cada caricter.

Tabla 14. Valores genotipicos para la variable (CPC) teniendo en cuenta los tres ambientes de
evaluacion. Blup: mejor predictor lineal insesgado; SEP: error de prediccion del Blup; Valor t (g):
Blup/SEP; Pr > |t|: probabilidad del valor de t; gem (int. media.gen. amb): efecto genotipico por

ambiente; u+g+gen: (Valor Genotipico) Media de cada AMB+BLUP+interacion dentro de cada
AMB)

gem

Rl?il:lq GEN (BLIgIPS) SEPg va(l;))r t |It’|l;g>) (int. I:ren(:)i;t.gen. utgt+gem Ganancia g’[l:il‘;:
1 53 2,36 0,25 9,39  <0,0001 0,3391 7,63793 2,36115 7,299
2 133 1,61 0,25 6,44  <0,0001 0,2325 6,78943 1,99017 6,928
3 2 1,501 0,25 5,97  <0,0001 0,2156 6,65438 1,82715 6,765
4 110 1,33 025 531  <0,0001 0,1917 6,46430 1,70408 6,642
5 120 1,29 0,25 5,16  <0,0001 0,1861 6,41980 1,62246 6,560
6 111 1,26 0,25 5,03 <0,0001 0,1816 6,38422 1,56287 6,501
7 123 1,22 0,25 4,87  <0,0001 0,1758 6,33756 1,51447 6,452
8 33 1,14 025 455 <0,0001 0,1643 6,24627 1,46819 6,406
9 40 1,09 0,25 4,36 <0,0001 0,1575 6,19189 1,42691 6,365
10 124 1,00 025 398  <0,0001 0,1437 6,08181 138426 6,322

Tabla 15.Valores genotipicos para la variable (CIE b*) teniendo en cuenta los tres ambientes de
evaluacion. Blup: mejor predictor lineal insesgado; SEP: error de prediccion del Blup; Valor t (g):
Blup/SEP; Pr > |t|: probabilidad del valor de t; gem (int. media.gen. amb): efecto genotipico por
ambiente; u+g+g: (Valor Genotipico) Media de cada AMB+BLUP-+interacion dentro de cada
AMB).

Rango GEN g (BLUPS) SEPg valort(g) Pr>|t[(g) gem (int. media). wutgtgem Ganancia Nueva Media

1 53 3,1338 0.2660 11.78 <.0001 0.1436 16.9107 3.1338 16.7671
2 133 2,1770 0.2660 8.18 <.0001 0.09977 15.9101 2.65539 16.2887
3 111 1,9473 0.2660 7.32 <.0001 0.08925 15.6699 2.41938 16.0527
4 110 1,6416 0.2660 6.17 <.0001 0.07523 15.3501 2.22493 15.8582
5 120 1,6400 0.2660 6.17 <.0001 0.07516 15.3485 2.10794 15.7412
6 123 1,4894 0.2662 5.60 <.0001 0.06826 15.1909 2.00485 15.6381
7 2 1,4210 0.2662 5.34 <.0001 0.06512 15.1194 1.92144 15.5547
8 33 1,3972 0.2660 5.25 <.0001 0.06404 15.0946 1.85591 15.4892
9 23 1,3726 0.2661 5.16 <.0001 0.06291 15.0688 1.80221 15.4355
10 124 1,3606 0.2663 5.11 <.0001 0.06236 15.0562 1.75804 15.3913
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Rango GEN g (BLUPS) SEPg valort(g) Pr>]|tj(g) gem (int. media). utgtgem Ganancia Nueva Media
11 112 1,2828 0.2660 4.82 <.0001 0.05879 14.9749 1.71484 15.3481

En relacién a los caracteres de PMG y PH, las variedades que se comportaron similarmente
en los tres ambientes fueron ACA 1801F (32), Candeal Durumbuck (81), Buck Esmeralda
(3), Taganrog Sel. BUCK (90), Portorico (126), Catervo (45), Buck Cristal (4), CBW 0156
(56), CBW 0230 (41), CBW 0225(40), Tiziannia (122), Garic (118), Buck Granate (B#26)
(64) y CBW 0153 (37). Por ello se considera que estos genotipos son superiores y que es
posibe encontrar dentro de estos materiales alelos favorables para los mencionados

caracteres (Tabla suplementaria 3 y 4).

3.6 Variabilidad genética obtenida a partir de marcadores AFLP

El genotipado realizado a traves de seis combinaciones de AFLP, permiti6 obtener 324
bandas totales siendo 116 (35.8 %) bandas polimorficas, las cuales fueron seleccionadas
bajo el criterio de no contener més de 10% de datos perdidos por locus. Con estos datos se
obtuvo (i) el indice de contenido polimorfico (PIC), (ii) la proporciéon de bandas
polimoérficas y (iii) el indice de marcador (MI). Teniendo en cuenta el total de bandas
polimoérficas y monomorficas obtenidas, se realizé un andlisis de frecuencias alélicas seglin
el origen geografico de las accesiones utilizando el programa GenAlEx 6.4(Peakall &

Smouse, 2006).

Este estudio determind que las accesiones con origen geografico argentino e italiano son las
que presentan los mayores valores de polimorfismo y de heterocigosidad esperada. El rango
de polimorfismo por combinacion de cebador varid entre 79,3% y 27,6% para las
combinaciones P41M39 y P41M45, respectivamente (Tabla 16).

Tabla 16. Porcentaje de polimorfismo (%P), indice de contenido polimodrfico (PIC) e indice de

marcador (MI) para distintas combinaciones de cebadores de AFLPs amplificadas en 118 genotipos
de trigo candeal de diferentes origenes geograficos.

Combinacion N° bandas polimérficas N° bandas totales % P PIC Ml
P40M38 10 38 32,8 0,19 1,90
P40M43 22 62 53,4 0,30 6,59
P41M31 28 92 79,3 0,31 8,37
P41M39 28 61 52,6 0,38 10,6
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Combinacion N° bandas polimérficas N° bandas totales % P PIC Ml
P41M43 17 39 33,6 0,32 4,48
P41M45 11 32 27,6 0,27 2,7

Total/
Promedio 116 324 35,8

Los valores de PIC para cada una de las combinaciones de cebadores (Tabla 16) variaron
entre 0,38 (combinacion P41M39) y 0,19 (combinacion P40M38). Los valores de PIC por
origen geografico variaron muy poco, entre 0,293 para los originarios de EE.UU a 0,307 en
los materiales Italianos (Tabla 17). El valor de PIC para los marcadores AFLP tiene un
maximo de 0,5, debido a la herencia dominante de este tipo de marcador (Martos et al.,
2005). Considerando el origen de las accesiones, los materiales argentinos e italianos
presentaron el mayor porcentaje de polimorfismo promedio, 32,32% y 31,71%,
respectivamente, seguido de los materiales de CIMMyT y Francia con 25,96%, y de los
originados en EE.UU, que fueron los que presentaron menor variabilidad, 15,82% (Tabla
18).

Tabla 17. Numero de bandas totales, proporcion de bandas polimoérficas y valores de indice de
contenido polimoérfico (PIC) e indice de marcador (MI) obtenidos utilizando diferentes

combinaciones de cebadores de AFLP en 118 genotipos de trigo candeal de acuerdo a su origen
geografico.

Origen PIC Bandas totales Proporcion de bandas polimorficas MI
Argentina 0,301 324 0,3232 31,52
Italia 0,307 324 0,3251 32,34
CIMMyT 0,302 324 0,2677 26,19
Francia 0,305 324 0,2650 26,19
WANA 0,310 324 0,2523 25,26
EE.UU 0,293 324 0,1636 15,53

También se calculd como un pardmetro de variabilidad genética, para todas las
combinaciones de cebadores, el indice de marcador (MI). El rango de MI para las
combinaciones de cada uno de los cebadores de AFLP analizados vari6 entre 1,9 y 10,6
para las combinaciones P41M39 y P40M38, respectivamente, con un promedio de 5,7

(Tabla 16). Cuando se consideraron los materiales por origen, el mayor valor de MI se
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obtuvo para genotipos italianos (32,34), seguido del correspondiente valor para los
provenientes de Argentina (31,52), de Francia (26,19) y del CIMMyT (26,19). El menor
valor correspondié a los materiales de EE.UU (15,53) (Tabla 17). El bajo valor de PIC y
MI de estos ultimos genotipos se debe fundamentalmente al bajo numero de genotipos

representados.

Tabla 18. Porcentajes de polimorfismo (%P) obtenidos utilizando diferentes combinaciones de
cebadores de AFLP en 118 genotipos de trigo candeal para diferentes origenes geograficos.

Poblacién %P %P %P %P %P %P %P
P40M38  P40M43 P41M31 P41M43 P41M45 P41M39 promedio
ARG 23,68 33,87 28,26 35,90 31,25 40,98 32,32
CIM 18,42 27,42 22,83 23,08 31,25 32,79 25,96
EE.UU 15,79 14,52 14,13 10,26 15,63 24,59 15,82
FRA 23,68 24,19 21,74 28,21 21,88 36,07 25,96
ITA 23,68 27,42 26,09 35,90 31,25 45,90 31,71
WAN 18,42 25,81 22,83 23,08 21,88 40,98 25,50

Teniendo en cuenta las matrices con las 324 bandas (mono y polimoérficas) y las 116 bandas
polimorficas, se calculd el indice de Shannon (I), la heterocigocidad esperada (He), la
heterocigosidad esperada imparcial (uHe), la distancia genética de Nei y la identidad
genética de Nei (Tablas 19 y 20). Los patrones totales de bandas por poblaciones para las
dos matrices presentaron resultados similares, siendo las poblaciones argentinas e italianas
las que presentaron una unica banda privada.

Tabla 19. Patrones totales de bandas de AFLPs de 118 genotipos de trigo candeal agrupadas en
poblaciones de diferentes origenes geograficos.

Poblacion ARGENTINA CIMMyT EE.UU FRANCIA ITALIA WANA
No. Bandas 115 107 90 107 115 107
No. Bandas Freq. >=5% 113 107 90 107 113 107
No. Bandas Privadas 1 0 0 0 1 0
No. Bandas Com (<=25%) 0 0 0 0 0 0
No. Bandas Com (<=50%) 4 1 1 0 4 2
Media He 0,327 0,277 0,199 0,274 0,340 0,262
DE Media He 0,014 0,018 0,020 0,017 0,014 0,018
Media uHe 0,331 0,286 0,239 0,282 0,345 0,271
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Poblacion ARGENTINA CIMMyT EE.UU FRANCIA ITALIA WANA

DE Media uHe 0,014 0,018 0,024 0,018 0,015 0,018

No. Bandas = N° de bandas diferentes, No. Bandas Frec. > = 5% = N° de bandas diferentes con una
frecuencia> = 5%, N° Bandas privadas = N° de bandas tnicas a una poblacion individual N® Bandas Com
(<=25%) = Numero de Bandas comunes (Frec.> = 5%) en el 25% o menos poblaciones, N° Bandas Comm

(<=50%) = Numero de Bandas localmente comun (Frec.> = 5%) que se encuentran en el 50% o menos
poblaciones, He = heterocigosidad esperada = 2*p*q, lihe = imparcial Esperado = heterocigosidad (2 N /
(2N-1)) * He.

Incluyendo sélo las bandas polimorficas, el Indice de Shannon y la heteregocidad esperada
aumentaron para todas las poblaciones, teniendo en cuenta el origen de las accesiones,
siendo las poblaciones de Argentina e Italia las mas diversas en los dos casos. El nimero de
alelos diferentes, en promedio para todas las poblaciones, aument6 de 1.242 a 1.707 y la
heteregocidad esperada aument6 de 0,096 a 0,280. Este aumento se debe principalmente a

que soélo se tienen en cuenta los loci polimorficos.

Con este dato, la distancia genética de Nei increment6 entre las poblaciones mientras que la
identidad genética de Nei disminuyd, en comparacion con la matriz que contiene la
totalidad de la bandas. Estos parametros se emplean para estimar el grado de diferenciacion
genética entre poblaciones. La identidad genética es un indice que estima el niimero de
mutaciones que a nivel nucleotidico se han acumulado en las secuencias de dos linajes a
partir del tiempo que ha transcurrido desde su divergencia original. La idea es que los
diferentes alelos (o la presencia o ausencia de los loci en el caso de marcadores basados en
pcr, como rapd, aflp y ssr) es originada gracias a que un codén (o una base nucleotidica en
el caso de marcadores relacionados con pcr) es distinto (Nei 1987). Por lo tanto, a partir de
datos de las frecuencias alélicas deberia ser posible calcular estadisticamente el nimero
promedio de las diferencias en los codones o en las bases nucleotidicas por locus. Asi, el
promedio en el nimero neto de sustituciones nucleotidicas, D, estaria dado por D = — log.l,
donde I (la identidad genética), por lo tanto, D toma valores de 0, si son idénticas las

poblaciones, a infinito, si son completamente diferentes.

Esto sugiere que el analisis de los grupos teniendo en cuenta los loci polimoérficos agudiza
su diferenciacion genética porque incrementa la distancia genética de Nei entre los acervos.

Ademéds, la cantidad de loci idénticos entre los grupos se hace menor, separandolos
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genéticamente, es decir, son grupos diferentes y no se pueden asignar a un mismo conjunto
de individuos. Esto podria indicar que es importante para los analisis de desequilibrio de
ligamiento y de asociacion marcador-caracter hacer un correcto filtrado de los marcadores a
usar para no llegar a conclusiones erréneas.

Tabla 20. Identidad genética de Nei y distancia genética de Nei para poblaciones de distinto origen
de trigo candeal calculada utilizando bandas polimorficas de AFLPs. Sobre la diagonal se muestran

los valores obtenidos para la distancia genética de Nei calculada como = -1 * Ln (Identidad Nei) y
debajo de la diagonal los valores de Identidad genética de Nei.

Poblacion ARGENTINA CIMMyT EE.UU FRANCIA ITALIA WANA

ARGENTINA 1,000 0,011 0,028 0,017 0,006 0,014
CIMMyT 0,960 1,000 0,025 0,020 0,015 0,021
EE.UU 0,905 0,914 1,000 0,030 0,028 0,028
FRANCIA 0,939 0,929 0,898 1,000 0,014 0,014
ITALIA 0,978 0,945 0,905 0,951 1,000 0,012
WANA 0,950 0,928 0,904 0,952 0,957 1,000

3.7 Estructura y relaciones genéticas de 118 variedades de trigo candeal

3.7.1 Analisis de las relaciones genéticas a partir de la distancia genética binaria

Para analizar las relaciones genéticas entre las 118 variedades de trigo candeal se considerd
la matriz binaria de alelos registrados y se calculo la distancia genética binaria entre todos
los pares de genotipos, teniendo en cuenta el conjunto completo de marcadores, mono y
polimorficos. Las distancias genéticas binarias obtenidas fueron utilizadas para visualizar
los grupos de genotipos similares, mediante la obtencion de un dendrograma elaborado a

través del algoritmo UPGMA vy a través del andlisis de coordenadas principales (PCoA).

Los resultados obtenidos con el agrupamiento mediante el algoritmo UPGMA (Figura 19),
mostraron la conformacion de cuatro grupos o acervos genéticos que se correspondieron en

su mayoria con el origen geografico y pedigree conocido.
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v" El grupo I (color amarillo), compuesto por dos subgrupos:

— Subgrupo 1: variedades italianas tradicionales (inscriptas antes de 1990):
Gherardo 574, Polesine, y Maristella, la francesa Ardente y las de WANA Marrout, Bilik
N°2 y Om Rabi 5.

— Subgrupo 2: genotipos Taganrog Buck Balcarce, Taganrog Sel. Buck y
Taganrog Vilela Fideos.

v El grupo II (color azul), conformado por dos subgrupos:

— Subgrupo 1: materiales franceses (Argeles, Artimon, Byblos, Exeldur, Garic,
Joyau, Nautilur, Durobonus, y Vivadur), Kofa, del grupo de los norteamericanos,.

- Subgrupo 2: genotipos de WANA Om Rabi 3(Cham5) y Bha, las accesiones del
CIMMyT Focha y Buck N°6, dos italianos, Portorico y Simeto y al argentino CBW
0111

v" El grupo III (color verde): accesiones Gab125, ITA-1, Karur (WANA), Capeiti,
Orlu, Simeto y BonlInta Carilo.

v" El grupo IV (color rojo): reunid la mayor cantidad de materiales y estuvo compuesto
por cinco subgrupos.

— Subgrupo 1: materiales italianos Capeiti, Gherardo610, Gherardo645 y
argentinos Balcarceno INTA, Candeal Durumbuck, BF1776 y Bonaerene Valverde.

— Subgrupo 2: materiales italianos Gabbiano, Granato, Apullo, Fortore, Creo,
Gherardo575 y Alcalou, dos argentinos, CBW 0156, CBWO0101 y el francés Arbois.

— Subgrupo 3: el segundo gran subgrupo por las lineas avanzadas argentinas
CBWO0112, CBWO0141, CBW0153, CBW0200, CBW0225, CBW0230, VF003, VF0121,
VF0163 y VF0167, Buck Topacio, Cerzos-1, BonInta Cumenay y los materiales italianos
Ciccio, Catervo, Canizzo, Cantico, Co1937, Concadoro, Core y Adamello.

— Subgrupo 4: El tercer subgrupo se conformé con materiales de la region de
WANA en su mayoria, como Om rabi Haurani, Heider, Omguer 4, Korifla (Cham 3) Om
rabi 6 y Cham (Waha), dos franceses Sachem, y Biensur y los materiales provenientes del
CIMMyT, 65-1AT2, 73-IAT2, CBW 0002, VF0136, VF0137, CBW 0001, Gan y
Gallareta (Altar 84), el italiano ftalo y los argentinos Buck Esmeralda, Buck Ambar y dos
EEUU, UC1113 y DGE-1.

— Subgrupo 5: conformado por los materiales Argentinos Buck Platino, BonINTA
Facon, Buck Cristal, VF042, B#24, B#25, B#27, ACA 1801F, los italianos Duilio, Dupri
y Tiziannia y los de CIMMyT VF0154, VF0113, 80 —IAT2 y 71-IAT-2 CBW004, por el
francés Duetto y por Wadalmez-1 de la region de WANA.

El agrupamiento por origen geografico mostr6 una relacion genética muy cercana entre los
genotipos italianos y argentinos, entre los del CIMMYyT y los norteamericanos y entre los

franceses y de los de la region de WANA (Figura 20).
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Figura 19. Agrupamiento de 118 genotipos de trigo candeal de distintos origenes geograficos basado en el
analisis UPGMA a partir de la distancia genética binaria obtenida mediante seis combinaciones de
marcadores de AFLPs.
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UPGMA
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Figura 20. Agrupamiento por origen basado en el analisis UPGMA de 118 genotipos de trigo candeal
obtenido a partir de la distancia genética binaria utilizando seis combinaciones de AFLPS.

3.7.2 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

Para analizar la diferencia entre y dentro de las poblaciones, se realizd un test de AMOVA
(Tabla 21). Los resultados indicaron que la mayoria de la variacion se encontrd dentro de
las poblaciones (94%), mientras que las diferencias genéticas entre las poblaciones fueron
relativamente menores (6%). Dado que el trigo candeal es una especie autdogama cabe
esperar que la variacion molecular sea mayor entre las poblaciones debido a que cada una

de estas poblaciones ha sufrido procesos de seleccion y evolutivos que afectan en distinta
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medida la variabilidad nucleotidica, estando los individuos dentro de estas poblaciones

altamente adaptados a un ambiente particular.

Tabla 21. AMOVA para 118 genotipos de trigo candeal de distintos origenes geograficos utilizando
datos de AFLPs. GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; S% varianza
estimada y % porcentaje explicado de la varianza. Entre las poblaciones; Dentro de las poblaciones.

Fuente de Variacion GL SC CM S2 % Exp.
Entre las 5 195,040 39,008 1,173 6%
Poblaciones
Dentro de las 112 1947,730 17,390 17,390 94%
Poblaciones
117 2142,770 18,564 100%
Total

3.7.3 Analisis de coordenadas principales

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) permitié separar los materiales provenientes
del CIMMyT y de EE.UU, los franceses y de WANA y por otra parte los provenientes de
Italia y Argentina. Las tres primeras coordenadas explicaron el 97,06% de la variacion
(PCoAl: 47,97; PCoA2: 37,43 y PCoA3: 11,66%). Estos resultados indicaron que las
poblaciones argentinas e italianas y por otro lado las francesas y de WANA (Figura 21)

mantienen mayor una relacion entre sus genomas.

(PCoA)

€ AMMyT
~
B
8 4 Poblacion
“ ¢ EEUU

: 4 ARGENTINA
4 FRANCIA ¢ WANA ¢ ITALIA
Coord. 1

Figura 21. Andalisis de Coordenadas Principales (PCoA) para poblaciones de genotipos
argentinos, italianos, franceses, de la region de WANA, de CIMMYT y de EE.UU utilizando
datos de AFLPs.
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Cuando los datos se analizaron de a pares de poblaciones, se detectaron diferencias
significativas entre los grupos por origen, con excepcion de los pares CIMMyT-EEUU,
EEUU-Francia y EEUU-Wana, como se detalla en la Tabla 22.

Tabla 22. Valores de phiPT entre genotipos (considerados por origen) para 118 genotipos de trigo
candeal de distintos origenes geograficos utilizando datos de AFLP.

PhiPT ARGENTINA CIMMyT EE.UU FRANCIA ITALIA WANA
ARGENTINA 0,000 *ok * ok * ox
CIMMyT 0,066 0,000 ns ok ox e
EE.UU 0,053 0,026 0,000 ns * ns
FRANCIA 0,104 0,107 0,016 0,000 ok *
ITALIA 0,011 0,090 0,033 0,073 0,000 *
WANA 0,073 0,095 0,031 0,054 0,049 0,000

Estos resultados permiten inferir que existen diferencias significativas entre las accesiones
de origen argentino e italiano. Por otro lado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos
mediante el analisis de agrupamiento por UPGMA, se subdivide a los genotipos argentinos
e italianos en dos grupos, los cultivares y lineas avanzadas obtenidas antes y después de
1990. Por ello se decidi6 denominar a los materiales registrados antes de esa fecha como
tradicionales, y a los posteriores como modernos, tanto para argentinos como para italianos

de acuerdo con estos resultados y las conclusiones obtenidas por la Ing. Valeria Beaufort.

3.8 Analisis de la estructura poblacional

La base de datos para el andlisis bayesiano incluyé 118 individuos representativos del
germoplasma de trigo candeal de diferentes origenes y 116 loci polimoérficos de AFLP para
la genotipificacion. Estimar la estructura genética es critico para la correcta interpretacion

de los resultados obtenidos en el mapeo asociativo entre caracteres y marcadores.

3.8.1 Nucleos de poblacion y subestructuracion

La estructura de la poblacion constituida por las 118 accesiones se estim6 a través del

programa Structure 2.3.3 (Pritchard ef al. 2000), utilizando el método de agrupamiento

93



Resultados

bayesiano, basado en modelos probabilisticos, como se describe en la seccion pertinente,

que genera una matriz de estructura poblacional (Tabla suplementaria 5, matriz Q).

Para la estimacién de K (numero de subgrupos probables) se utilizd el modelo bayesiano
desarrollado por Pritchard et al. (2000), que permite identificar subpoblaciones
genéticamente distintas basadas en los patrones de frecuencias alélicas y en datos multi-
locus acumulados en el genotipado. El andlisis bayesiano se realizé utilizando 116 loci
polimorficos con el nimero de subpoblaciones asignadas a priori (K), que vari6 de 1 a 10.
Un promedio de tres corridas independientes permitié obtener la maxima probabilidad de los
datos en K = 6. El logaritmo de la probabilidad o valor maximo de verosimilitud (Ln [P
(D)]) asigno K = 6 (Tabla 23). Este valor de K fue confirmado mediante los resultados del
programa Structure (Earl & vonHoldt, 2012) (Figura 22) que hace uso del nimero de
agrupamientos mas probable propuesta por Evanno et al. (2005), quienes consideran la
variacion generada por el error de muestreo, calculando el valor absoluto de diferencia de
verosimilitud entre la posibilidad de una poblacion con la posibilidad siguiente y
estandarizandolo con la desviacion estandar de los datos. De esta forma, se puede obtener el
maximo valor de verosimilitud que presenta el menor valor de error debido al muestreo.
Todos los parametros para el desarrollo de esta metodologia fueron calculados a partir del
logaritmo de la probabilidad o valor maximo de verosimilitud (Ln [P (D)]) producidos por
Structure. La asignacion de cada uno de los materiales a uno de los subgrupos se registr6 a
partir de la matriz Q (Tabla suplementaria 5) para el menor valor Ln (k) dentro de las tres

corridas independientes para un K=6.

Tabla 23 Analisis de la estructura genética de la poblacion de trigo candeal consistente en 118
genotipos de distintos origenes geograficos utilizando el programa STRUCTURE HARVESTER
(Earl & vonHoldt, 2012). En negtita se identifica el numero de poblaciones identificados con el
método de Evanno et al., (2005) a partir de la estimacion media de la probabilidad posterior de los
datos para cada K entregada por el programa STRUCTURE Referencias: L (K): Promedio de 3
repeticiones de Ln P (D) para cada K , L'(K) : L(K)i - L(K)i-1, L"(K) : L'(K)i - L'(K)i-1, [L"(K)]
:valor absoluto de L"(K) , Delta K : [L"(K)] /Stdev.

K L(K) Stdev L'(K) L"(K) [L"(K)] DeltaK

1 -9635,7 1,71 - - - -
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2 -9395,0 5,12 240,7 -182,00 182,00 35,5748
3 -9336,3 13,20 58,7 217,73 217,73 16,492
4 -9059,8 50,62 276,4 -225,30 225,30 4,45092
5 -9008,7 301,32 51,1 265,23 265,23 0,88022
6 -8692,3 7,36 316,4 -832,43 832,43 113,13
7 -9208,4 123,09 -516,1 894,10 894,10 7,26398
8 -8830,4 30,66 378,0 -1180,07 1180,07 38,4854
9 -9632,4 584,39 -802,0 1091,10 1091,10 1,86706
10 -9343,3 53,83 289,1 -289,07 289,07 5,37001

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
120

100

Delta K

20}

Figura 22. Numero de subgrupos (K:6) inferidos por el programa STRUCTURE HARVESTER
(Earl y vonHoldt, 2012) a través de la metodologuia de Evanno et al. (2005). En el eje Y se
encuentran los valores de AK obtenidos para cada valor K para 118 genotipos de trigo
candeal de distintos origenes geograficos.

A partir de la matriz Q, matriz proporcionada en los resultados del programa
STRUCTURE, la mayoria de los genotipos fueron asignados a grupos, constituyéndose
entre 1 y 6 subgrupos poblacionales. Los detalles relacionados con la proporcién de
genotipos incluidos en cada uno de los seis subgrupos identificados como Q; a Qs, se

muestran en la (Tabla 24). El maximo porcentaje de pertenencia se encontrd en el subgrupo
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Q4, con 26,7 % del total de los genotipos, este grupo se caracterizd por incluir a las
variedades modernas de argentina y del CIMMyT vy algunas variedades italianas. El grupo
Qs con 18,4 % del total de los genotipos estuvo conformado por las variedades italianas,
francesas y argentinas tradicionales, el grupo Q6 con 18,3 % del total de los genotipos por
las variedades argentinas e italianas modernas. El grupo Q; con 8,9% del total de los
genotipos se encuentran los genotipos Taganrog y las variedades italianas Polesine y
Gherardo574, en el grupo Q2 se encuentran las variedades de WANA Omguer 4, Cham,
Korifla y Haudini y algunas de las francesas, como Biensur, Sachem y la italiana Duetto y
por ultimo el grupo Q3 agrupd en su mayoria materiales de Francia. Los individuos fueron
asignados a un grupo si su proporcion de pertenencia (gi) al mismo era igual o mayor que el

umbral de 0,05.

Este analisis permiti6 determinar que los genotipos Marrout, Dupri, OmRabi6, Karur,
CBWO0112, Italo, GABI125, CBW0002, Ardente, VF003 y VF0167 presentaron una
proporcion de pertenencia (gi) menor al umbral de 0,05. Estos genotipos mostraron altos
niveles de mezcla y todos compartieron casi la misma pertenencia en dos subpoblaciones
(¢) indicando mezcla de alelos de subpoblaciones separadas.

Teniendo en cuenta el coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones (Fst),
obtenido a partir del andlisis con el programa Structure, se evidencia que los subgrupos Qj,
Q;s, Q2, Qs, Qs y Qg presentaron una diferenciacion genética alta a moderada,
respectivamente (Tabla 25). Los subgrupos exhibieron una frecuencia diferencial de ciertos
alelos en diferentes genotipos, dando lugar a una diferenciacion genética entre ellos, lo cual
permite inferir que las variedades de trigo candeal analizadas estan estructuradas
genéticamente.

En general, los resultados obtenidos con esta metodologia no difieren de los resultados
obtenidos con el agrupamiento utilizando el algoritmo UPGMA, aunque cabe recalcar que
si bien el andlisis bayesiano permitid determinar que, probabilisticamente, once genotipos
pueden pertenecer a mas de dos subgrupos, la tendencia de agrupamiento por origen,
pedigree y fecha de inscripcion es coincidente entre los dos andlisis, demostrando el

considerable aislamiento (y diferenciacion genética) presente entre los seis subgrupos.
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Tabla 24. Proporcion de pertenencia de cada uno de los genotipos de trigo candeal en cada uno de
los seis grupos que conforman la poblacién de 118 genotipos obtenida utilizando el programa
Structure.

Q1 Q2 Q3 Qs Q6
1 2 3 5 6
0,089 0,123 0,154 0,184 0,183

Tabla 25. Valores medios de diferenciacion genética (Fst) entre los seis grupos que conforman la
poblacion de 118 individuos de trigo candeal obtenidos utilizando el programa Structure.

Valor medio de Fst Q, =0,3746 Valor medio de Fst Q, =0,2705
Valor medio de Fst Qs =0,2772 Valor medio de Fst Qq =0,1837
Valor medio de Fst Q5 =0,1685 Valor medio de Fst Qg =0,0825

La asignacion de los miembros de cada poblacion a uno de los grupos definidos
anteriormente se ilustra en el grafico de barras generado por el programa Structure en
funcion de las proporciones de frecuencias alélicas inferidas a partir del analisis bayesiano
(Figura 23). Cada linea vertical representa a un individuo, cada color ilustra la fraccion de
pertenencia a uno u otro grupo K en funcion de su constitucion genomica inferida a partir

de los datos de AFLP.
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Figura 23. Estructura poblacional. Grafico de barras de 118 genotipos de trigo candeal generado por Structure
v. 2.3.3. Se muestra la proporcion total de miembros de la poblaciéon que constituyen cada uno de lo
seis subgrupos (K=6), en funcion del analisis bayesiano utilizando el modelo admixture y frecuencias
alélicas correlacionadas, no se indic6 grado de parentesco entre genotipos. Las agrupaciones (K= 6
poblaciones) son identificadas con colores (subpoblaciones rojo (1), verde (2), azul (3), amarillo (4),
rosa (5) y celeste (6)), cada columna representa un genotipo y se divide en segmentos
(probabilidades) que indican su origen genético probable.

3.8.2 Desequilibrio de ligamiento

Las correlaciones de las frecuencias alélicas (1°) se estimaron utilizando 116 bandas
polimorficas de marcadores AFLP y 118 genotipos de trigo candeal. Se obtuvo un total de
6612 combinaciones por locus de a pares. El valor de r* se obtuvo para todas las
combinaciones de loci de AFLP (Tabla 26). Cuarenta y dos (0,635%) de las 6612
combinaciones resultaron estar en desequilibrio de ligamiento con una alta significancia

(P<0,0001). El promedio de los valores de r* fue de 0,237. En la (Figura 24) se presentan,
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., . 2 . . .
en el tridngulo superior, los valores de r° obtenidos y, en el inferior, los valores de

significancia correspondientes. Debido a que los AFLP usados no fueron mapeados, no es

posible graficar los valores de r* en funcién de su distancia genética. En la Figura 25

también se muestran en recuadro azul, las combinaciones de AFLP que indicaron DL. Se

conformaron seis posibles bloques en DL, de ubicacién desconocida.

Tabla 26. Cuarenta y dos combinaciones de AFLPs amplificadas en 118 genotipos de trigo candeal
que exhibieron desequilibrio de ligamiento, con alta significancia (P<0,0001). EI promedio de los
valores de r* fue de 0,237. El estado se refiere a la forma alélica en la se encontraron las
combinaciones de marcadores en DL, A: presencia del marcador y B la ausencia del marcador. Las
combinaciones en negrita son aquellas que presentaron los mayores valores de significancia.

Marcador 1  Sitiol Estadol Marcador2 Sitio2 Estado2 Dist bp r*2 D Prima Valorp
P41M39 459 929 B:A  P41M39 465 98 B:A 1 0,804 0,896 1,21E-25
P41M39 540 97 A:B P41M39 553 96 A:B 1 0,659 0,886 1,63E-20
P41M39_567 95 B:A  P41M39 569 94 B:A 1 0,684 1,000 3,20E-15
P41M39 256 113 B:A  P41M39 262 111 A:B 2 0,321 0,649 4,40E-10
P41M39 247 115 B:A P41M39 249 114 B:A 1 0,273 0,580 1,16E-08
P40M43 872 24 A:B P40M43 921 20 B:A 4 0,272 0,649 3,08E-08
P41M31 433 55 A:B P40M43 921 36 A:B 19 0,235 0,753  1,71E-07
P41M31_433 47 A:B  P41M31_1049 39 A:B 8 0,302 0,746 1,93E-07
P41M45_1063 78 A:B P41M31_808 47 A:B 31 0,307 0,676 3,50E-07
P41M45 1063 43 B:A P41M31 963 42 B:A 1 0,184 0915 7,28E-07
P41M45 521 87 B:A  P41M45_1063 78 A:B 9 0,248 0,527 1,56E-06
P41M31 808 47 A:B  P41M31 1172 36 A:B 11 0,241 0,735 1,70E-06
P40M43_768 28 A:B P40M43_927 16 B:A 12 0,227 0,477 2,77E-06
P41M31 808 28 A:B P40M43 921 20 B:A 8 0,215 0,548  2,77E-06
P40M43_921 20 B:A  P40M43_997 16 B:A 4 0,215 0,548 2,77E-06
P41M45 521 87 B:A P41M45 857 81 A:B 6 0,204 0,620 3,22E-06
P41M31 912 44 B:A  P41M31 1082 38 B:A 6 0,243 0,612  3,56E-06
P41M39 265 110 B:A  P41M39 291 105 B:A 5 0,292 0,564 4,10E-06
P40M43_768 28 A:B  P40M43 1112 12 B:A 16 0,191 0,668 6,10E-06
P41M39 465 98 B:A P41M45 952 80 B:A 18 0,171 0,481 7,72E-06
P40M43_872 24 A:B  P40M43 1112 12 B:A 12 0,172 0,431 9,74E-06
P41M43 923 63 B:A P41M43 972 61 B:A 2 0,167 0,438 1,13E-05
P41M45_ 1038 79 B:A  P41M31 1082 38 B:A 41 0,222 0,689 1,39E-05
P41M39 456 100 A:B  P41M31 1082 38 B:A 62 0,222 0,689 1,39E-05
P41M45 521 87 B:A P41M31 808 47 A:B 40 0,207 0,586  1,96E-05
P40M43 793 27 A:B  P40M38_1360 0 A:B 27 0,143 0,767  2,17E-05
P41M31 1270 35 A:B  P41M31 1279 34 B:A 1 0,157 0,464  2,19E-05
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Marcador 1  Sitiol Estadol Marcador2 Sitio2 Estado2 Dist bp r*2 D Prima Valorp
P40M43_944 17 B:A  P40M38 1230 1 B:A 16 0,177 0,716  2,26E-05
P41M45 857 81 A:B  P41M45 1063 78 A:B 3 0,162 0,584  3,56E-05
P41M39 247 115 B:A P41M39 265 110 B:A 5 0,146 0,878  3,60E-05
P41M43 349 73 B:A  P40M38 1360 0 A:B 73 0,148 0,546  3,76E-05
P41M45_857 81 A:B P41M31 808 47 A:B 34 0,160 0,709  4,70E-05
P41M45 1063 78 A:B P40M43_616 30 A:B 48 0,146 0,679 4,94E-05
P41M31 956 43 B:A P41M31 985 40 B:A 3 0,143 0,435 5,42E-05
P41M45 521 87 B:A  P41M31 1270 35 A:B 52 0,139 0,684  5,52E-05
P41M43_390 71 B:A P40M43_768 28 A:B 43 0,151 0,479  7,05E-05
P41M45 682 84 A:B  P41M45 1063 78 A:B 0,175 0,459  7,12E-05
P41M45 521 87 B:A P41M45_604 85 B:A 0,186 0,661 7,49E-05
P40M43 921 20 B:A  P40M43 1112 12 B:A 0,141 0,486 7,51E-05
P41M39 284 109 B:A P41M39 291 105 B:A 0,227 0,550  8,75E-05
P41M43 324 76 A:B  P41M31 1172 36 A:B 40 0,154 0,512  9,70E-05
P41M43_324 28 A:B P40M43_872 24 A:B 4 0,138 0,547 9,80E-05
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Figura 24. Matriz de desequilibrio de ligamiento para sitios polimorficos. Los sitios polimorficos fueron
graficados en el eje-X y en el eje-Y. El calculo del DL de a pares (%) esta graficado en la parte superior de la
diagonal, con los correspondientes valores-P para la prueba exacta de Fisher, que se muestra debajo de la
diagonal. Esta figura representa graficamente las 6612 combinaciones generadas por los 116 marcadores
AFLP. Los puntos rojos representan aquellos marcadores que se encuentran en DIL(42).Este grafico fue
generado utilizando el programa TASSEL (Bradbury et al., 2007) para 118 genotipos de trigo candeal.
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3.9 Mapeo asociativo

La base de datos para el analisis bayesiano incluyd 118 materiales provenientes de
diferentes origenes geograficos y 116 locus de AFLP para la genotipado. El fenotipado fue
realizado en tres ensayos a campo ubicados en tres localidades de la provincia de Buenos

Aires (Pieres, Cabildo y Barrow), durante la campafia 2011/2012.

Para testear las asociaciones entre marcadores moleculares y caracteres cuantitativos se
utilizé el software TASSEL version 2.0.1 (Bradbury et al., 2007). Este programa utiliza un
modelo lineal mixto para analizar la asociacion entre marcadores y caracteres, en el cual los
marcadores son considerados factores fijos y los subgrupos detectados en el germoplasma
como factores aleatorios. Para determinar la asociacion entre marcador y caracter se utilizd
la prueba F con una significancia estadistica del 5%, establecida por 1000 permutaciones
mediante el programa TASSEL v.2.0.1 (Yu et al., 2000). La matriz Q, estimada para K=6,
fue proporcionada como covariable. Los criterios utilizados para definir un QTL fueron 1)
detectar una asociacion significativa entre un marcador y un caracter con un FDR de
p<0,05 y 2), tener en cuenta que las asociaciones entre marcadores y un caracter estén a una

distancia inferior a 10 -12 ¢cM y con un DL (medido como 1 de a pares) mayor que 0,20.

En la (Tabla 27) se muestran los marcadores AFLP que mostraron una asociacién
significativa con alguno de los caracteres agrondomicos de interés. Cabe destacar que las
regiones que mostraron valores significativos de asociacion explican mas del cinco por
ciento de la variacion para el cardcter. Para los estudios de mapeo por asociacion este nivel
de explicacion de 5% o mas es considerado un valor esperable y adecuado si lo que se
busca es desarrollar marcadores genéticos. Los marcadores que explicaron mayores
porcentajes de la variacion en un caracter entre las asociaciones fueron, P41M39 715,
P41M43 390, P41M43 342 y P41M43 349. Como se detalla en la Tabla 26 estos
marcadores se encontraron asociados con los caracteres PMG, PGP, CPC y CIE b*,

respectivamente.
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Tabla 27 Asociaciones significativas entre marcadores AFLP y caracteres identificados en 118
genotipos de trigo candeal utilizando el programa TASSEL. Se consider6 una asociacion marcador-

caracter significativa aplicando una FDR (false discovery rate) < 0.05.

. % de
Caracter Marcador gl p-(l;;rg::zi::loolies explicacion r’ Marcador
del Marcador
BACIEDb P41M43 342 2 1,72E-02 7,29 0,0729
BACIEb P41M43_367 2 3,74E-02 5,86 0,0586
BACIEDb P41M39 569 2 4,16E-02 5,66 0,0566
BACIEb P41M39 465 1 4,49E-02 3,56 0,0356
BACPC P41M43 342 2 1,23E-02 7,75 0,0775
BACPC P41M39 569 2 4,16E-02 5,55 0,0555
BACPC P41M31 979 1 3,19E-02 4,00 0,04
BaFa* P40M38 1230 2 2,95E-02 5,60 0,056
BaFa* P41M39 262 2 4,35E-02 4,96 0,0496
BaFa* P41M39 747 1 2,84E-02 3,79 0,0379
BaFL* P40M38 1070 2 3,35E-02 5,84 0,0584
BaFL* P41M43_625 1 4,43E-02 3,45 0,0345
BAPGP P41M43 390 2 4,68E-03 10,41 0,1041
BAPGP P41M43_349 2 2,01E-02 7,48 0,0748
BAPGP P41M39 441 1 1,43E-02 5,72 0,0572
BAPGP P41M31 912 1 1,57E-02 5,56 0,0556
BAPH P41M39 540 2 2,27E-02 6,53 0,0653
BAPH P41M31 1172 1 2,55E-02 4,28 0,0428
BAPH P41M39 766 1 3,52E-02 3,79 0,0379
BAPMG P41M31 1172 1 2,66E-02 4,46 0,0446
BAPMG P41M39 465 1 4,77E-02 3,55 0,0355
BuCIEb P41M39 284 2 1,75E-02 6,65 0,0665
BuCIEb P41M43 367 2 3,37E-02 5,54 0,0554
BuCIEb P41M31 767 1 1,10E-02 5,30 0,053
BuCIEb P41M39 766 1 1,81E-02 4,56 0,0456
BuCIEb P41M39 465 1 4,40E-02 3,29 0,0329
BuCPC P41M43 367 2 2,52E-02 6,64 0,0664
BuCPC P40M38 1360 2 2,62E-02 6,56 0,0656
BuCPC P41M45 594 2 3,44E-02 6,06 0,0606
BuCPC P41M31 767 1 1,14E-02 5,77 0,0577
BuFa* P40M43 918 2 1,95E-02 5,49 0,0549
BuFa* P40M38 1230 2 3,85E-02 4,51 0,0451
BuFa* P41M39 747 1 4,67E-02 2,72 0,0272
BuFL* P40M43_860 2 3,74E-02 4,64 0,0464
BuFL* P41M39 766 1 3,04E-02 3,29 0,0329
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. % de
Caracter Marcador gl p-(l;;rg::zi::loolies explicacion r’ Marcador
del Marcador

BuFL* P41M39 459 1 3,85E-02 3,01 0,0301
BugPGP P41M43_390 2 9,84E-03 8,57 0,0857
BugPGP P41M45 952 2 3,49E-02 6,15 0,0615
BugPGP P41M39 435 1 2,10E-02 4,87 0,0487
BuPH P41M43 778 2 1,09E-02 8,05 0,0805
BuPH P41M39 435 1 1,03E-02 5,82 0,0582
BuPH P41M39 567 2 4,72E-02 5,37 0,0537
BuPH P41M39 702 1 2,43E-02 4,46 0,0446
BuPH P41M31 808 1 3,23E-02 4,02 0,0402
BuPH P41M39 699 1 3,77E-02 3,78 0,0378
BuPMG P41M39 715 2 9,70E-04 12,92 0,1292
BuPMG P41M39 569 2 1,19E-02 8,07 0,0807
BuPMG P41M39 465 1 4,32E-03 7,42 0,0742
BuPMG P41M39 567 2 2,13E-02 6,97 0,0697
BuPMG P41M39 438 2 3,70E-02 5,94 0,0594
BuPMG P41M39 459 1 2,36E-02 4,60 0,046
BuPMG P41M39 766 1 4,63E-02 3,55 0,0355
CaCIEb P41M43_342 2 1,40E-02 7,46 0,0746
CaCIEb P41M43 367 2 2,03E-02 6,79 0,0679
CaCIEb P41M31 767 1 4,76E-02 3,37 0,0337
CaCPC P41M43 342 2 3,28E-02 5,73 0,0573
CaCPC P41M31 1270 1 4,06E-02 3,49 0,0349
CaCPC P41M31 767 1 4,58E-02 3,32 0,0332
CaFa* P41M39 256 2 1,94E-02 6,45 0,0645
CaFa* P41M31 1279 1 5,17E-03 6,42 0,0642
CaFa* P41M39 702 1 3,80E-02 3,48 0,0348
CaFL* P41M45 698 2 3,59E-03 10,69 0,1069
CaPgP P41M43_367 2 3,34E-02 6,76 0,0676
CaPgP P41M31 1172 1 2,10E-02 5,29 0,0529
CaPH P41M43_986 2 1,12E-02 7,39 0,0739
CaPH P40M38 980 2 2,20E-02 6,24 0,0624
CaPH P41M31 912 1 1,31E-02 5,02 0,0502
CaPMG P41M39 715 2 2,52E-02 6,43 0,0643
CaPMG P41M31 1172 1 3,44E-02 3,87 0,0387
CaPMG P41M31 1049 1 4,63E-02 3,43 0,0343

Marcadores significativamente asociados con concentracion de CPC (ppm), color (CIEa*, CIEb, CIE *L),
PMG (g), PH (kg/hl) y PGP (Kg/ha). Se presentan incluyendo grados de libertad (gl), nivel de significacion
(p-permutaciones marcador) y r* del marcador. Ba, Ca y Bu hacen referencia a la localidad en la que fue
significativa la asociacion, en donde, Ba es la localidad de Barrow, Ca es la localidad de Cabildo y Bu es la
localidad de Pieres.
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A continuacion, en la (Tabla 28) se describe la magnitud del efecto sobre el caracter
evaluado de cada una de las asociaciones significativas detectadas y la forma alélica en la
que fue detectada. Para este analisis, dado que se trabajé con marcadores dominantes, la
presencia del alelo fue identificada como AA, y la ausencia como BB. El marcador
P41M43 342, evidenci6 un efecto positivo con valores entre 0,65 — 3,14 para los caracteres
CPC y para el componente de color CIE b* en las tres localidades. El marcador
P41M43 390 mostré un efecto negativo, con valores entre -2016,1 y -1825,6, sobre el

caracter PGP en la localidad de Pieres.

Tabla 28. Asociacion de marcadores AFLP con caracteres agronomicos de calidad y rendimiento de
una poblacion de 118 genotipos de trigo candeal creciendo en tres localidades de la Pcia. de Bs. As.,
obtenidos con el programa TASSEL. Se considera la forma alélica, para la presencia del alelo fue
identificada como AA, y la ausencia como BB, el efecto de la asociacion entre el marcador y el
caracter y el nimero de genotipos en los que fue observada. Marcadores significativamente
asociados con concentracion de pigmentos carotenoides (CPC, ppm), color (CIEa*,
CIEb, CIE *L), peso de mil granos (PMG, g) peso hectolitrito (PH, kg/hl) y peso de
granos por parcela (PGP9, Kg/ha). Ba, Ca y Bu hacen referencia a la localidad en la
que fue significativa la asociacion, en donde, Ba es la localidad de Barrow, Ca es la
localidad de Cabildo y Bu es la localidad de Pieres. Los caracteres en negrita ¢ italica
corresponden a asociaciones entre caracteres y marcadores con un efecto positivo y
deseable para el cultivo.

Caracter Marcador Alelo Efecto Obs
BaFa* P40M38 1230 AA -0,07895191 103
BaFa* P40M38 1230 BB -0,26714669 12
BuFa* P40M38 1230 AA -0,20395577 103
BuFa* P40M38 1230 BB -0,33393633 12
BAPH P41M31 1172 BB 1,30698634 89

BAPMG P41M31 1172 BB -3,088803 89
CaPgP P41M31 1172 BB -92,9786022 89

CaPMG P41M31 1172 BB -2,45365872 89

BuCIEb P41M31 767 BB -0,64619636 103
BuCPC P41M31 767 BB -0,39470722 103
CaCIEb P41M31 767 BB -0,69669824 103
CaCPC P41M31_767 BB -0,51990499 103
CaFa* P41M39 256 AA 0,33958599 62
CaFa* P41M39 256 BB 0,19764816 52
BaFa* P41M39 262 AA 0,32335916 50
BaFa* P41M39 262 BB 0,39597797 64

BACIEDb P41M39 465 AA -0,41093634 67
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Caracter Marcador Alelo Efecto Obs
BAPMG P41M39 465 AA 2,29003027 67
BuCIEb P41M39 465 AA -0,37905491 67
BuPMG P41M39 465 AA 3,66029989 67
BuPH P41M39 702 BB 1,06796495 90
CaFa* P41M39 702 BB -0,12247857 90
BuPMG P41M39 715 AA -4,87279813 56
BuPMG P41M39 715 BB -8,93991804 59
CaPMG P41M39 715 AA -3,3227508 56
CaPMG P41M39 715 BB -5,41505314 59
BaFa* P41M39 747 AA 0,10952088 50
BuFa* P41M39 747 AA 0,09240833 50
BAPH P41M39 766 BB 0,958756 56
BuCIEb P41M39 766 BB -0,40793482 56
BuFL* P41M39 766 BB 0,2707191 56
BuPMG P41M39 766 BB 2,34136299 56
BACIED P41M43 342 AA 2,52707771 36
BACIED P4IM43 342 BB 2,52616239 81
BACPC P41M43 342 AA 2,1973905 36
BACPC P4IM43 342 BB 2,24254176 81
CaCIED P41M43 342 AA 3,14760132 36
CaCIED P4IM43 342 BB 3,1323549 81
CaCPC P41M43 342 AA 1,96622202 36
CaCPC P4IM43 342 BB 2,0376274 81
BACIED P41M43 367 BB 0,45792376 58
BuCIEb P4IM43 367 BB 0,42944008 58
BuCPC P41M43 367 BB 0,26842824 58
CaCIED P4IM43 367 BB 0,65296671 58
CaPgP P41M43 367 BB 68,798035 58
BAPGP P41M43 390 AA 294,145503 85
BAPGP P41M43 390 BB 718,924327 32
BugPGP P41M43 390 AA -1825,6801 85
BugPGP P41M43 390 BB -2016,11045 32
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3.10 (§)-Caroteno desaturasa: un interesante gen candidato que afecta el color

amarillo del endosperma del grano del trigo candeal.

En este trabajo se caracterizo el gen que codifica la enzima ({) Zeta caroteno desaturasa
(Zds) en trigo candeal. Esta enzima cataliza la segunda desaturacion del neurosporeno para
producir licopeno en la ruta de biosintesis de pigmentos carotenoides. El gen fue estudiado
para analizar su estructura molecular, determinar su relaciéon con la variacion cuantitativa
del pigmento amarillo en las sémolas integrales y, en caso de hallarse variantes alélicas que
afecten el color y/o contenido de pigmentos carotenoides, desarrollar marcadores
moleculares que permitan su utilizacion en seleccion asistida para lograr variedades de

optimo color amarillo.

Con el objetivo de obtener la secuencia del gen Zds de trigo candeal se disefiaron cebadores
basados en el ARNm de trigo pan (FJ169496.1) (Tabla 4) de manera de amplificar las
correspondientes secuencias genémicas de trigo candeal. Para ello, previo al disefio de los
cebadores, se tuvo en cuenta la posicion de los intrones, alineando el ARNm con los genes
correspondientes de los genomas A y D de trigo pan (HQ703016 y HQ703014). Estos
cebadores se utilizaron para amplificar por PCR el gen Zds en ADN de ocho genotipos de
trigo candeal que difieren en su CPC, agrupados en tres rangos de valores: alto, intermedio
y bajo (Tabla 29).

Tabla 29. Clasificacion de variedades de trigo candeal en funcion de su contenido de pigmentos
carotenoides a fin de ser utilizadas para amplificar alelos del gen Zds.

Rango de valores CPC Variedad CPC (ppm)

B.Topacio(2) 6,72
CPC alto Kofa(66) 5,97
Amarillo(53) 7,07
UC 1113(67) 4,98
CPC intermedio Portorico(126) 4,63
VF 042(21) 4,57
B.I. Cumenay(8) 3,72

CPC bajo
Polesine(86) 3,53
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Los amplicones obtenidos fueron clonados, secuenciados y caracterizados con métodos
bioinformaticos tomando como referencia las secuencias del gen Zds del genoma A,
nomenclada 7TaZds-A1 (HQ703015; Dong et al 2012) y del genoma D, nomenclada 7TaZds-
D1 (HQ703014), ambos de de trigo pan ; Zhan et al 2011), obtenidas de plantas del cultivar
CA9632 y Zhongyou9507, respectivamente. Adicionalmente, mediante el alineamiento con
los cromosomas 2A, 2B y 2D de la variedad Chinese spring, depositadas en la base de
datos del IWGSC (International Wheat Genome Sequencing Consortium), se obtuvieron las
secuencias completas del gen Zds de los genomas A y, B de trigo pan, nomencladas para

esta tesis TaZds-A-IWGSC'y TaZds-B-IWGSC, respectivamente.

3.10.1 Variantes alélicas obtenidas con lo cebadores ZDS3F/3R

Uno de los pares de cebadores utilizados en el analisis del gen fue Zds-3F/3R (Tabla 4),
que amplifica una region de aproximadamente 1000 bp que comprende del sexto al décimo
exon del gen. Incialmente se compararon mediante el algoritmo BLAST (Basic Local
Alignement Search Tool) las secuencias de Zds de los tres genomas de trigo pan,
encontrandose que la region enmarcada por los cebadores Zds-3F/3R comprende ~1.300 pb
en el genoma A mientras que es de ~1000 pb en los genomas B y D, justificindose la
diferencia por un posible evento de insercion de ~300 pb en el proceso evolutivo del
genoma A (Figura 25). Estas secuencias se diferencian adicionalmente por una delecion de
un triplete G(C/T) A en el genoma A, comparado con los genomas B y D, localizado a 100
pares de bases del sitio de union del cebador Zds-3R en este amplicon (Figura 25). Luego
de la amplificacion por PCR y clonado, se obtuvieron 51 secuencias a partir de ADN de las
variedades ensayadas (Tabla 28), que fueron alineadas mediante BLAST con TaZdsA-
IWGSC'y TaZds-B- IWGSC de la variedad Chinese spring de Triticum aestivum 'y TaZds-A
y TaZds-D del cv Zhongyou9507 de Triticum aestivum.
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Tazds- B_I WGSC
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AGCCCAGTTG TTCGAGCTCT TCTTGATCCA GACGGTGCAT TGCAACAAGT ACGGGACTTG GATGATGTAA GAATTCCTCT TCTTTTTGTC AGTGTCAT A
aGCOCAGTTG TTCGAGCTCT TCTTGATCCA GACGGTGCAT TGCAACAAGT ACGGGACTTG GATGATGTAA GAATTCCTCT TCTTTTTGTC AGTGTCATt A
AGCCCAGTTG TTCGAGCTCT TGTTGATCCA GACGGTGCAT TGCAACAAGT ACGGGACTTG GATGATGTAA GAATTCCTCT TCTTTTTGIC AGTGTCATTA
AGCCCAGTTG TTCGAGCTCT TCTTGATCCA GACGGTGCAT TGCAACAAGT ACGGGACTTG GATGATGTAA GAATTGCTCT TCTTTTTGTC AGTGTCATTA
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--- CTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT CTTCCTTGCA AACTGTTTAG TCTAGCATGC
GCACTGIGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGITCCTTG TGCACTTGCT TTTATTTCAT CCTCCTTGCA AACTGITTAG TCTAGCATGA
GTACTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGCACTTGCT TTTATTTCAT CTTCCTTGCA AACTGTTTAG TCTAGCATGC
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ATGTATGGGG CTTCAGAACA ATTCCTTTAA GTTTTTOCCC AGCATAACTC AGTTGTAGCT GATTCCTAAA TCTAAATATA GAGTTGTATA TACACTTTTT
GTCTATGGGA CTTCAGAACA ATTCCTTTAA GITTTTCOCC AGCGTAACTC AGITGTAGCT GATTCCTAAA TCTAAATATA GAGITCTATA TACACTTTTT
ATGTATGGGA CTTCAGAACA ATTCCTTTAA GTTTTTOCCC AGCATAACTC AGTTGTAGCT GATTOCTAAA TCTAAATATA GAGTTGTATA TACACTTTTT
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CAAAGCAGAT GCATATGITG CAGGITATTT TTCTTCTCAG CATTTCTTTT GITGATTGAC TCCCAACCAT TCAAGCATAA AATTGATGTT TCATCTTTTG
CAAAGCAGAT GCATATGITG CAGGITATTT TTCTTCTCAG CATTTCTTTT GITGATTGAC TCCCAACCAT TCAAGCATAA AATTGATGTT TCATCTTTTG
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b) 1 805 1140 1333
T T

TaZds-A1 (HQ703016) | —
TaZds-A_IWGSC . ______________________________________________________________|
TaZds-B_IWGSC | ]
TaZds-D1 (HQ703014) I

Figura 25. a) Alineamiento entre genes Zds de Triticum aestivum var. Chinese spring TaZds-A-IWGSC'y TaZds-B-
IWGSC) y cv. Zhongyou9507 (TaZds-A HQ703016'y TaZds-D HQ703014), en la region enmarcada por los primers Zds-
3F/3R. Se senala en amarillo la delecion G(C/T)A y la inserciéon de ~300 bp en las secuencias correspondientes al genoma

A de T. aestivum. Los genes de los genomas A, B y D se muestran en rojo, verde y negro, respectivamente; b)
Representacion esquematica del alineamiento mostrado en a). Los nimeros refieren a la posicion en bp en el amplicon.

En base a esta observacion in silico, se analizaron los alineamientos de los fragmentos
secuenciados, estableciéndose que 43 secuencias provenian de la amplificacion del gen Zds
del genoma B y ocho del genoma A. El alineamiento de las secuencias atribuidas a la
amplificacion de Zds del genoma B, permitié separarlas en dos grupos, denominados
TtZds-B1.1 y TtZds-B1.2, obtenidos a partir de 41 y 2 secuencias, respectivamente. La
delecion del triplete GCA, posicionado a 100 bp del inicio del amplicon en TtZds-B1.2
justifico la clasificacion de ambas secuencias como posibles alelos. El hecho de que esta
delecion también se haya observado el genoma A de trigo pan indica adicionalmente que no

es un artefacto del proceso de secuenciacion (Figura 26).

AN B DR DU RN BT B B R B
130 140 150

RN R
90 100 110 120

Tazds-B | WGSC TCTTTTTGIC AGTGTCATTA GCACTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGI GGGITC-CTT !
Tt Zds-B1. 1 TCTTTTTGIC AGIGICATTA GCACTGIGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGITCCCTT
Zds- Al (HQr03016) TCTTTTTGIC AGTGICATTA --- CTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTC CTT |
TaZds- A | WGSC TCTTTTTGIC AGIGICATTA ---CTGIGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGITC-CTT
Tt Zds-B1. 2 TCTTTTTGIC AGIGICATTA --- CTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGITC-CTT

Figura 26. Alineamiento de los genes Zds de Triticum aestivum var. Chinese spring (TaZds-A_IWGSC'y
TaZds-B_IWGSC) y cv. Zhongyou9507 (TaZds-A HQ703016), con las secuencias del genoma B obtenidos en
T. turgidum, TtZds-B1.1 (enrojo) y TtZds-B1.2 (en verde). Se sefiala en amarillo la delecion GCA de TtZds-
B1.2, también observada en TaZds-A'y TaZds-A_IWGSC.

De las ocho secuencias pertenecientes al genoma A, cinco se agruparon bajo la
nomenclatura 7tZds-A1.1. En las otras secuencias se identificaron otros dos posibles
secuencias nucleotididicas diferentes para esta region del gen (Figura 27). A fin de
validarlas, se disefiaron cebadores especificos sobre los polimorfismos detectados o se
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utilizaron cebadores previamente informados, los cuales fueron ensayados en los ocho

genotipos contrastantes para el caracter CPC.
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AGTGTCATTA --- CTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT
AGTGTCATTA --- CTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT
AGTGTCATTA GCACTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGCACTTGCT TTTATTTCAT
AGIGTCATTA ---CTGIGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGI GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT
AGIGTCATTA ---CTGIGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT
AGTGTCATTA GCACTGTGCA TATATGCTAT ATATTTTAAA TTCGGATAGT GGGTTCCTTG TGGACTTGCT TTTATTTCAT
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GTAGGAACCG GATCCCTACC AGGGCGTGGT CTCGGGTTGT AGGGGTGGAA GGAGGGATGG CGTGGAGGAA GGCGTGGTCG
GTAGGAACCG GATCOCTACC AGGGCGTGGT CTCGGGTTGT AGGGGTGGAA GGAGGGATGG CGTGGAGGAA GGOGTGGTCG
GTAGGAACCG GATCCCTACC AGGGCGTGGT CTCGGGTTGT AGGGGTGGAA GGAGGGATGG - --------- -- CGTGGTCG
GTAGGAACCG GATCCCTACC AGGGCGTGGT CTCGGGTTGT AGGGGTGGAA GGAGGGATGG CGTGGAGGAA GGCGTGGTCG
GTAGGAACCG GATCCCTACC AGGGCOGTGGT CTCGGGTTGT AGGGGTGGAA GGAGGGATGG CGTGGAGGAA GGCGTGGTCG
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TGATTGCTTC TTGCTTAATC CCAAAACGGG TCCTCACACG AGTTTATATA ATCCTCCTAA TAAGATGATT GGGCTAAGCC
TGATTGCTTC TTGCTTAATC CCAAAACGGG TCCTCACACG AGTTTATATA ATCCTCCTAA TAAGATAATT GGGCTAAGCC
TGATTGCTTC TTGCTTAATC CCAAAACGGG TCCTCACACG AGTTTATATA ATCCTCCTAA TAAGATAATT GGGCTAAGCC
TGATTGCTTC TTGCTTAATC CCAAAACGGG TCCTCACACG AGTTTATATA ATCCTA- -- - TAAGATAATT GGGCTAAGCC
TGATTGCTTC TTGCTTAATC CCAAAACGGG TCCTCACACG AGITTATATA ATCCTA---- TAAGATAATT GGGCTAAGCC

Figura 27. Alineamiento de las regiones polimoérficas del gen Zds identificadas en la region delimitada por los
cebadores Zds-3F/3R entre 7. aestivum var. Chinese spring (TaZds-A IWGSC y TaZds-B IWGSC) y cv.
Zhongyou9507 (TaZds-A), con las los alelos del genoma A de T. turgidum, TtZds-Al.1a, TtZds-Al.1b (en rojo) y
TtZds-A1.2 (en verde). Se seiiala en amarillo los polimorfismos identificados entre el sexto al decimo exén del gen
Zds del genomas A de trigo candeal.

En primer lugar, se utilizd la combinacion de cebadores Zds-3F/YP2A-1R (Tabla 4), que

amplifica 1150 pb del gen, en los ocho genotipos contrastantes. El cebador YP2A-1 es un

marcador funcional co-dominante, identificado por Dong et al. (2012), basado en los

polimorfismos de dos alelos en el locus, TaZds-Ala y TaZds-Alb, que producen

fragmentos de 183 y 179 pb respectivamente. Dong ef al. (2012), detectaron un QTL para

el contenido de pigmento amarillo en el cromosoma 2A, co-segregando con el marcador

funcional YP2A-1 y TaZds-Al; que explico el 11,3% de la varianza fenotipica para el

contenido de pigmento amarillo en una poblacion doblehaploide de Zhongyou 9507 /

CA9632.

El analisis bioinformatico de las 29 secuencias obtenidas combinado el cebador Zds-3F con

el reportado YP2A-1R, mostré que 24 de ellas generaron un consenso Unico que resultd

idéntico a TtZds-Al.1. Asi, esta combinacion de cebadores permitié confirmar la existencia
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del alelo TtZds-A1.1, que mostrd una identidad del 99% con respecto al gen de trigo pan del
genoma A TaZds-A (HQ703016), presentando una delecion de los nucledtidos CCTA
localizados a partir de la posicion 1047 con respecto al inicio del amplicon analizado
(Figura 27). Esta delecion también estd presente en el gen Zds-AI obtenido del cultivar

CA9632 de T. aestivum (HQ703015).

Las 5 secuencias restantes generaron un consenso que se diferencia de 7tZds-A1.1 por la
delecion de los nucledtidos AGGAAGGCGTGG, localizada a partir de la posicion 880
respecto del sitio de union del cebador en este amplicon y no presenta la delecion CCTA
(Figura 27). Es interesante destacar que este alelo provino de los amplicones obtenidos a
partir de la variedad Amarillo, caracterizada por tener altos valores de CPC y CIE b* y no
puedo ser amplificada en las otras 7 variedades ensayadas. El hecho de que ambas
secuencias fueran identificadas con la misma combinacion de cebadores pero en diferentes
genotipos, nos permite postular que ambos son alelos del gen, proponiéndose la
nomenclatura 7tZds-Al.la para el alelo identificado en 7 de los genotipos y TtZds-Al.1b

para el alelo del genotipo Amarillo.

La siguiente combinacioén de cebadores utilizada para validar los alelos del genoma A, fue
Zds/GCA-F/YP2A-1R, que amplifica un fragmento de 1100pb aproximadamente. El
cebador Zds-GCA-F (Tabla 4) fue disefiado para diferenciar la presencia de la insercion
GCA posicionado a 100 bp del el inicio del amplicon entre los posibles alelos
correspondientes al genoma A (Figura 27). La especificidad de genoma se logrd con la
combinacion de este cebador con el YP2A-1R, que amplifica el gen Zds del genoma A. La
secuenciacion de los amplicones obtenidos con esta combinaciéon de cebadores, permitio
obtener una uUnica secuencia consenso nomenclada 7tZds-A1.2, representada por 33

secuencias que fueron identificadas en las ocho variedades contrastantes para CPC.

De esta forma fue posible confirmar que la region que comprende del sexto al decimo exén
del gen Zds del genoma A de trigo candeal, estd representada por al menos tres secuencias
nucleotidicas distintas, denominadas 7tZds-Al.la, con la variacion alélica TtZds-Alb,
obtenida del genotipo Amarillo, y TtZds-A1.2. Estos resultados sugieren que el gen Zds esta

duplicado en el genoma A de trigo candeal.
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3.10.2 Polimorfismos identificados en la region alélica enmarcada por los cebadores

Zds-3F/3R del gen Zds en los genomas A y B de ocho variedades de trigo candeal
Los alelos 7tZds-B1.1, TtZds-B1.2, TtZds-Al.la, TtZds-Al.1b y TtZds-Al.2, amplificados

en la region del gen Zds enmarcada por los cebadores Zds-3F/3R, fueron comparados entre
si y con las secuencias de trigo pan disponibles (Tabla 29). Con respecto a los genes Zds de
trigo pan reportados, esta combinacion de cebadores amplifica la region correspondiente a
las bases 3.629 y 4.960 del gen Zds-A1 (HQ703016). Como ha sido mencionado, esta
region amplificada comprende en trigo pan ~1.300 pb en el genoma A y ~1000 pb en los
genomas B y D, diferenciandose adicionalmente por la presencia de una delecion del

triplete G(C/T) A en el genoma A (Figuras 26 - 28).

El analisis de los datos presentados permite concluir que se han sido detectados cuatro
polimorfismos en esta region del gen (Tabla 30). El primero, la insercion de ~300 bp en el
genoma A situada a ~800 bp del sitio de union del primer Zds-3F, permitid clasificar a las
secuencias como procedentes del genoma A o B de trigo candeal (Figura 26). El
polimorfismo dado por la delecion del triplete G(C/T)A del genoma A de trigo pan presentd
un patrén muy interesante, dado que fue encontrada en uno de los alelos del genoma B,
TtZds-B1.2, mientras que aparece como insercion en el alelo del genoma A TtZds-A1.2

(Figuras 26 - 28).

Los otros dos polimorfismos fueron identificados en la regién de la insercion de ~300 bp
del genoma A con respecto al B, por lo que no pueden hacerse comparaciones entre
genomas. La insercion de 12 pb, AGGAAGGCGTGG, que mapea entre las bases 4502 a
4514 de la secuencia TaZds-A y a la altura de las bases ~890 en TtZds-Al.la'y Tt Zds-Al.2,
se encuentra delecionada en 7tZds-Al.1b (Figura 27). Finalmente, la insercion de los
nucledtidos CCTA entre las bases 4673 a 4676 de TaZds-A y entre las bases 1047 a 1050
en el alelo TtZds-A1.1b y la correspondiente delecion en el alelo 7tZds-A1.1a y en la copia
del gen TtZds-A1.2 (Figura 27).
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Tabla 30. Caracterizacion de la region del gen Zds comprendida entre los cebadores ZDS3F/3R,
identificados en ocho variedades de trigo candeal. La region amplificada se corresponde con las
bases 3.629 y 4.960 del gen TaZds-A1de trigo pan (HQ703016).

Polimorfismos

Alelo # Cebadores Amplicén

TtZDS  Seq (pb) GCA  AGGAAGGCGTGG CCTA
Bl.1 41 3F/3R 1001 + - _
B1.2 2 3F/3R 991 - - _
Al.1a 26 3F/3R 1322 - + _
Al 1b 8 3F/Yp2aR 1314 - - +
Al.2 33 GCAF-3R o Yp2aR 1319 + + -

El arbol filogenético obtenido por medio de la interface EBI (The European Bioinformatics
Institute) utilizando el método Neighbour-joining evidencia que los alelos del genoma A
forman un cluster diferente de los alelos provenientes del genoma B (Figura 28). Asi
mismo, se evidencia que la secuencia 7tZds-A1.2 forma un grupo diferente, lo cual apoya la

hipotesis que sugiere que el gen 7tZds-A esta duplicado en trigo candeal.

TtZds-A1.2
: TtZds-A1.1b
1 TtZds-Al.1a
. TtZds-B1.1
' TtZds-B1.i2

Figura 28. Arbol filogenético construido en base a la secuencia de los alelos identificados en la region del
gen Zds con los cebadores Zds3F/3R en los genomas A y B de trigo candeal.

3.10.3 Variantes alélicas obtenidas con lo cebadores ZDS 4F/5R.

El siguiente par de cebadores utilizados fue ZDS-4F/5R, especificos para la region
comprendida entre el onceavo al catorceavo exon del gen TaZds-A. Mediante la

amplificacion por PCR y posterior clonado y secuenciacion de los fragmentos en las ocho
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variedades se obtuvieron 21 secuencias que confluyeron en una Unica secuencia consenso
de 1.366 pb. La comparacion mediante el algoritmo BLASTn de las secuencias de Zds de
los tres genomas de trigo pan en la region enmarcada por los cebadores Zds-4F/5R, revelo
que comprende 1.368 pb en el genoma A mientras que es de 1.657 y 1602 pb en los
genomas B y D, respectivamente (Figura 29). El alineamiento de las secuencias 7aZds-A y
TaZDS-B de Chinese spring obtenidas a través del IWGS, mostrd que en esta region los
genes de los dos genomas se diferencian por una delecion de 331 pb en la copia del genoma

A respecto de la correspondiente del genoma B (Figura 29).
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AATTTCTTCT TGTCTGGCTC TTACACGAAA CAGGTAGAGT ACACCTGAAG CATTGACATA GTCCTGACCG CCAAAGCAGA CAAGTTGCGT TCAAATTCTC
AATTTCTTCT TGTCTGGCTC TTACACGAAA CAGGTACAGT ACACCTGAAG CATTGACATA GTCCTGACCG CCAAAGCAGA CAAGTTGOGT TCAAATTCTC
AATTTCTTCT TGICTGGCTC TTACACGAAA CAGGTACAGT ACACCTGAAG CATTGACATA GICCTGACCG CTAAAGCAGA CAAGTTGCAT TCAAATTCTT
AATTTCTTCT TGTCTGGCTC TTACACGAAA CAGGTACAGT ACACCTGAAG CATTGACATA GTCCTGACCG CTAAAGCAGA CAAGTTGCAT TCAAATTCTT
TP T T e o I T T T T N I S D RPN DA T D
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
AGTAATTTGT GGAGICAATT TTAAATAGAG GAATGCTTGC GACATTGGAT GATACACGTC GITAGGAAAT AGTAAATGTG ACCAAAATCA TGACCTCTTT
AGTAATTTGT GGAGTCAATT TTAAACAGAG GAATGCTTGC AACATTGGAT GATACACGTC GTTAGGAAAT AGTAAATGIG ACCAAAATCA TGACCTCCTT
AGTAATTTGT GGAGICAATT TTAAACAGAG GAATGCTTGC AACATTGGAT GATACATGTIC GITAGGAAAT AGTAAATGTG ACCAAAATCA TGACCTCCTT
AGTAATTTGT GGAGICAATT TTAAACAGAG GAATGCTTGC AACATTGGAT GATACATGTIC GITAGGAAAT AGTAAATGTG ACCAAAATCA TGACCTCCTT
T T T L T T I R T N T IR D TR D R
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
TATTGITTTT GTAGGACTAC ATTGACAGCA TGGAAGGAGC AACTCTCTCT GGCAGGOGAA CAGOGGCCTA CATCTGTGGT GCTGGAGAGG AGCTATTAGC
TATTGITTTT GTAGGACTAC ATTGACAGCA TGGAAGGAGC AACTCTTTCT GGCAGGOGAA CAGCAGCCTA CATCTGTGGT GCTGGAGAGG AGCTATTAGC
TATTGITTTT GTAGGACTAC ATTGACAGCA TGGAAGGAGC AACTCTTTCT GGCAGGOGAA CAGCAGCCTA CATCTGTGGT GCTGGAGAGG AGTTATTAGC
TATTGITTTT GTAGGACTAC ATTGACAGCA TGGAAGGAGC AACTCTTTCT GGCAGGOGAA CAGCAGCCTA CATCTGTGGT GCTGGAGAGG AGTTATTAGC
TR T T T o T T e T R e B B B T D
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
CATTCGAAAG AAGCTTCTTG TCGATCACAG CGAGAAGECC TCCGGGAAGG TTCAAATGTIT GCAAACAAGT TAAACCTTGC AATCACCAAA GCCAGAATGC
CATTCGAAAG AAGCTCGTTG TOGATCACAG CGAGAAGGCC TOOGGGAAGG TTCAAATGTT GCAAACAAGT TAAACCTTGC AATCACCGAA GCCAGAATGC
CATTCGAAAG AAGCTCATTG TCGATCACAG CGAGAAGGCC TCCGGGATGG TTCAAATGTT GCAAACAAGT TAAACCTTGC AATCACCAAA GCCAGAATGC
CATTCGAAAG AAGCTCATTG TCGATCACAG CGAGAAGECC TCCGGGATGG TTCAAATGTT GCAAACAAGT TAAACCTTGC AATCACCAAA GCCAGAATGC
TR T T s e T T T Y B O O IR I IO D R B
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
CCAAACTATA GGTTTCAGGG TTATAGGCGA TTGTCAACAG TGATTTCTAT AAATCCTGIT TGAGCATTAG ATTTGGTGAT GOCCTTTTTT - AACCGTGAC
CCAAACTATA GGTTTCAGGG TTATAGGTGA TTGTCAACAG TGATTTCTAT AAATCTTGIT TGAGCATTAG ATTTGGTGCT GOCTTTTTTT TAGCOGTGAC
C- AAACTATA GGTTTCAGGG TTATAGGCGA TTGICAACAG TGATTTCTAT AAATCTTGIT TGCGCATTAG ATTTGGTGCT GCCTTTTTTT TAGCCGTGAC
C AAACTATA GGTTTCAGGG TTATAGGCGA TTGTCAACAG TGATTTCTAT AAATCTTGIT TGCGCATTAG ATTTGGTGCT GOCTTTTTTT TAGCOGTGAC
I T T T T R e I N I I
1610 1620 1630 1640 1650
ACATTTGCAC ATCGCATGTT CCTATCTTAC AATTGGCAAC CAGGTGGCCA AGTGG
ACATTTGCAC ATCGCATGTT CCTATCTTAC AATTGGCAAC CAGGTGTCTA AGTGG
ACATTTGCAC ATCGCATGTT CCTATCTTAC AATTGGCAAC CAGGTGTCTA AGIGG
ACATTTGCAC ATCGCATGIT CCTATCTTAC AATTGGCAAC CAGGIGICTA AGTGG
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Figura 29. a) Alineamiento en la regiéon enmarcada por los primers Zds-4F/5R entre los genes Zds de T. aestivum
var. Chinese spring TaZds-A_IWGSC'y TaZds-B_IWGSC y cv. Zhongyou9507 TaZds-A1 (HQ703016) y TaZds-D1
(HQ703014), Se sefialan en amarillo los polimorfismos entre los genomas A, B y D. Los genes de los genomas A, B
y D se muestran en rojo, verde y negro, respectivamente b) Representacion esquematica del alineamiento mostrado
en a). Los nimeros refieren a la posicion en bp en el amplicon.

El analisis de la secuencia consenso obtenida demostré que corresponde al genoma A,
demostrandose ademdas que la region del gen Zds amplificada con la combinacion de
cebadores ZDS 4F/5R resultd6 monomorfica en el genoma A de los 8 genotipos,

denominandose al alelo 7tZds-A2.

Posteriormente se disefiaron cebadores especificos para obtener la secuencia de esta misma
region correspondiente al genoma B. Para este objetivo se utilizdo la combinacion Zds-
733F/5R, que permite amplificar parte de esta insercion de 311 pb, ya que fueron disefiados
especificamente sobre la region que la incluye. Luego de obtener los amplicones, se
clonaron y secuenciaron, obteniéndose 23 secuencias que generaron un consenso de ~900
pb nomenclado 7dZds-B2, mostrando que esta region del gen también result6 monomorfica
en el genoma B de las ocho variedades de trigo candeal analizadas (Tabla 31). La principal
diferencia entre el alelo 7dZds-A2 y TdZds-B2 es, por lo tanto, la delecion de ~300 pb en el
genoma A respecto del B (Figura 30).

Tabla 31. Caracterizacion de la region del gen Zds comprendida entre los cebadores ZDS4F/5R,

identificados en ocho variedades de trigo candeal. La region amplificada se corresponde con la
situada entre las bases 5.344 y 6.710 del gen TaZds-A1 de trigo pan (HQ703016).

Tamaiio
ALELO #Seq Cebadores del amplicén POLIMORFISMOS
TtZDS
(pb)
A2 21 Zds4F/5R 1365 -
B.2 23 Z733/5R 900 -
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490 500 510 520 530 540 550 560

TaZds- Al (HQ703016) G -------- mommmmmio o oo oo oo oo oo ACTTG GACCTAATAC
TaZds- A_| WGSC (O I e R T ACTTG GACCTAATAC
Tt Zds- A2 (O I e R T ACTTG GACCTAATAG
TaZds- D1l (HQ703014) AGGCGTGTAT GTATATTACA CAAGACTTGG GGTACAAGGA AAA- GGAAAC GCAAG----- ---------- GACCTAATAC
Tt Zds- B_I WGSC AGGGGTGTAT ATATATTACA CAAGACTTGG GGTACAAGGA AAAAGGAAAC ACAATCTAAT AGGCCACTTG GACCTAATAC
Tt Zds- B2 s e oo e e e e e oo oo oo
| | | | | | [oeid i | | | | | | [
570 580 590 600 610 620 630 640
TaZds- A1l (HQ703016) TCCTTAGCOC- - --------- mm-mmmmmom mmmmmoom oo oo oo oo oo oo oo
TaZds- A_| WGSC TOCTTAGOC: - - - - - - - mmn oo oo oo o oo oo Lol oo oo
Tt Zds- A2 RGO C & O R
TaZds- D1 (HQ703014) TCCTTAGCCC CCCCCCCCCT GCC------- =--------- mmm-m-- CAA ATGCAAAGCG TATGCATT-- --------- T
Tt Zds- B_| WGSC TCCTTAGCCC CCCCCCCOCC CCCCCCCCCC CCCCACACAC ACACACACAA ATGCAAAGCG TATGCATTAC GGTTGCATTT
Tt ZdS- B2 s e e e oo L . Lol Lo oo
P e e e L I P I I
650 660 670 680 690 700 710 720
TaZds- A1 (HQ703016) ---------- ---------- ----- ATGAA AATTCAAAAT CCGCGTC--- ---------- —---m-mmmm —omomo oo
TaZds- A IWGSC ~ -------ma aaaiaaen oo ATGAA AATTCAAAAT CCGCGTC--- ---------m mmmmmmmom oo oo
TtZds- A2 aeeeeee eeiaaeo o ATGAA AATTCAAAAT CCGCGTC--- --------mm mmmmmmmam oo oo
TaZds- D1 (HQ703014) GAAGTGTAAC ACTAGAAGAA GAAAAATGAA AATTCAAAAT CCGCTTCTTG GGAATGICGI CGTAGCATGA AGAGICTTTA
Tt Zds- B_I WGSC GAAGTGTAAC AGTAGAAGAA GAAAAATGAA AATTCAAAAT CCGCGTCTTG GGAGTGTTGT TGTAGCATGA AGAATCTTTA
Tt Zds- B2 s e e e e e e e e ool oo oo
| | | [ | | [oeed it | | | | | | |
730 740 750 760 770 780 790 800
TaZds- Al (HQ703016) ---------- —-m oo oo oo o e oo oo oo
TaZds- A I WESC - oo s e e oo oo oo oo oo
Tt ZdS- A2 s e e e e L . L. Lo oo
TaZds- D1 (HQ703014) AAACCTGTCG AGTCAAGCCA AAGGAGATAA CGAGAAGATG GCACATCAAT AGAAGATACA GGAAAGGAAA AAATATATGT
Tt Zds- B_I WGSC AAACCTGTCG AGTCAAGCCA AAGGAGATAA CGAGAAGATG GCGCATCAAC AGAAGATACA AGAAAGGAAA AAATATATGT
TtZds-B2 ~  ----- TGTCG AGTCAAGCCA AAGGAGATAA CGAGAAGATG GCGCATCAAC AGAAGATACA AGAAAGGAAA AAATATATGT
|
810
TaZds- Al (HQ703016) ---------- -GG
TaZds-A_IWGSC - --------- -GG
TtZds-A2  a-e------ -GG
TaZds- D1 (HQ703014) TTTTGAGGTG GGG
Tt Zds- B_I WGSC TTTTGAGGTG GGG
Tt Zds- B2 TTTTGAGGTG GGG

Figura 30 . Alineamiento de la region polimorfica entre los genomas A, B y D de trigo pan incluida en la region
enmarcada por los cebadores Zds-4F/5R junto con los fragmentos identificados en candeal 7tZds-42 (genoma A, en
rojo) y TtZds-B2 (genoma B, en verde). El cebador F733, que permite amplificar selectivamente el genoma B, se
indica sombreado en verde.

En la Figura 31 se muestra el arbol filogenético obtenido por medio de la interface EBI, utilizando

el método Neighbour-joining, en la region enmarcada por los cebadores Zds4F/SR, se evidencia que

los alelos del genoma A forman un agrupamiento diferente de los alelos provenientes del genoma B.
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TtZds-A2
TaZds-A1 (HQ703015)
TaZds A1 (HQ703016)

I TaZds-D1 (HQ703014)
4’—‘: Tazds-D1{HQ703013)

TtZds-B2

Figura 31 Arbol filogenético para las regiones del gen Zds de los genomas A y B de trigo candeal y A y D
de trigo pan comprendidas entre los cebadores Zds-4F/5R.

3.10.5 Asociacion entre las variantes alélicas del gen Zds del genoma A, el contenido de
pigmentos carotenoides y el color amarillo CIE b* de la sémola integral del trigo

candeal

Como se mencionara previamente, el alelo 7tZds-A1.1b fue amplificado del genoma A de
la variedad Amarillo, que representa una variedad con altos valores de CPC en sémola
integral, utilizando la combinacion de cebadores 3-F/Yp2A /R. Se planteé como objetivo
determinar la existencia de algun tipo de asociacion entre la region alélica TtZds-A1.1b y la
variacion fenotipica en el contenido de pigmento carotenoide en la sémola integral de trigo

candeal.

Para realizar este estudio se utilizaron dos valores fenotipicos relacionados con el color de
la sémola, el CPC y el CIEb* determinado con el colorimetro minolta, de plantas de la
coleccion de 133 variedades de candeal objeto de estudio en esta tesis. Estas plantas fueron
cultivadas en tres localidades bonaerenses (Cabildo, Barrow y Pieres) en la campaina
2011/2012. El marcador molecular utilizado fue Yp2a-1F/R, informado por Dong et al.,
(2012) para trigo pan (cromosoma II), que permite identificar dos variantes alélicas para el
genoma A de trigo pan, denominadas TaZDS-Ala 'y TaZDS-A1b (HQ703015). La variante
TaZDS-Ala consiste en un fragmento de 183 pb y est4 asociada con bajo CPC y la variante
TaZDS-A1b, de 179 pb esta asociada con alto CPC en trigo pan por los autores
mencionados. Asi mismo este marcador permite diferenciar la insercion de 4pb (CCTA)

que presenta el alelo TtZds-Al.1b.

En la Figura 32 se muestra un gel de acrilamida donde se evidencia la amplificacion en
variedades de trigo candeal lograda con el marcador polimorfico asociado al color, Yp2a-

1F/R. Todas las variedades analizadas presentan una banda de ~183 bp, que coincide con la
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asociada a bajo color en trigo pan. Sin embargo, nueve de las 133 variedades presentan
adicionalmente la banda de menor tamafo (179 bp) reportada para el marcador Yp2a-1F/R,
asociada a alto color de la sémola. La presencia de doble banda corresponde a la
amplificacion de los genes 7tZds-Al.1b y TtZds-A2 mientras que en los genotipos que
presentan la combinacion de genes genes TtZds-Al.la y TtZds-A2, se observa una banda
unica porque el tamano del amplicon es el mismo para ambas copias. Estos hallazgos
confirman la duplicacion de los genes Zds del genoma A en el germoplasma analizado de

trigo candeal. Interesantemente, los genotipos que mostraron dos bandas también

presentaron alto contenido de pigmentos carotenoides: BonINTACarilo (CPC: 5,69 ppm),
VF 0113 (CPC: 5,96 ppm), Amarillo (CPC: 7,7 ppm), Gabbiano (CPC: 4,53 ppm), Joyau
(CPC: 6,04 ppm), Karur (CPC: 5,6 ppm), Neodur (CPC: 5,2 ppm), Garic (CPC: 5.5 ppm),
Exeldur (CPC: 6,3 ppm).

Figura 32. Gel de acrilamida donde se muestra el polimorfismo producido por la combinacion de cebadores
Yp2A-F/Yp2a-R que permite diferenciar la insercion de 4pb (CCTA) que presenta el alelo 7T¢Zds-A1.1b en la
variedades: 1:BonINTACarilo, 5:VF 0113, 10:Amarillo, 11:Gabbiano, 14:Joyau, 20: Karur, 21:Neodur,
22:Garic, 23:Exeldur, M1 y M2 marcadores moleculares.

El analisis de la varianza (ANOVA) utilizando los modelos lineales generalizados (GLM)
ejecutado en el programa SaS 9.2 permite afirmar que la variacion en el color amarillo de la

sémola integral es explicada por la presencia del alelo 7¢tZds-A1.1b de manera altamente
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significativa (p <.0001). En la (Tabla 32) se presenta el analisis de la varianza realizado
teniendo en cuenta el contenido de pigmentos carotenoides (CPC) determinado en 133
variedades de trigo candeal como variable dependiente y la presencia o ausencia del alelo
TtZds-Al.1b como fuente de variacion.

Tabla 32 ANOVA utilizando como fuente de variacion la region alélica TtZds-AI1.1b y como
variable dependiente el CPC evaluado en tres ambientes bonaerenses.

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 1 8,548 8,55 22.13  <.0001
Error 131 50,60 0,386233
Total corregido 132 59,145
Fuente DF Tipo III SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
TtZds-Al.1b 1 8,548 8,548 22.13  <.0001

Las medias ajustadas para el CPC de 133 variedades de trigo candeal y considerando como
fuente de variacion la ausencia o la presencia del alelo 7tZds-A1.1b determinaron que existe
una diferencia significativa entre la media ajustada para CPC cuando este alelo se encuentra
presente. En la Tabla 33 se muestra que la media ajustada de CPC para las variedades que
no portan la insercion CCTA (alelo TtZds-A1.1b) es de 4,8 ppm mientras que la de las
variedades que si la portan es de 5,89 ppm y que estas medias ajustadas son
estadisticamente diferentes al rechazarse la hipotesis nula (Hyp: Media ajustada 1 = Media
ajustada 2). Esto demuestra que las variedades que portan el alelo 7¢Zds-A1.1b, relacionado
a mayor color, tienen mayor contenido de pigmentos carotenoides, lo que prueba que se

trata de un buen marcador para seleccionar variedades de alto color en trigo candeal.

Tabla 33. Medias ajustadas (Lsmeans) del modelo considerando a la region alélica Zds-A1.2 como
fuente de variacion y al CPC, evaluado en tres ambientes bonaerenses, como variable dependiente.

Alelo CPC LSMEAN HO0:MedialLS1=Medial.S2
Pr> [t
TtZds-Al.la 4,88 <0,0001
TtZds-Al.1b 5,89
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El mismo analisis fue elaborado teniendo como variable dependiente el valor CIE b* (color
amarillo) medido con el colorimetro minolta que, de acuerdo a los resultados obtenidos en
esta tesis y a publicaciones previas del grupo de trabajo (Roncallo et al. 2012), presenta una
correlacion alta y significativa con el CPC, del orden del 83%. En la Tabla 34 se muestran
los resultados del ANOVA para el modelo GLM realizado con el programa SaS 9.2. Este
andlisis permiti6 determinar que la variacion en el color amarillo de la sémola integral
puede ser explicada por la presencia del alelo 7tZds-A1.1b de manera altamente
significativa. En la Tabla 34 se muestra el analisis de la varianza donde se considero al
valor CIE b* del Minolta determinado en 133 variedades de trigo candeal como variable
dependiente y a la presencia o ausencia del alelo 7tZds-A1.1b como fuente de variacion.

Tabla 34. ANOVA utilizando como fuente de variacion al CIE b* cuantificado en 133 variedades

de trigo candeal creciendo en tres ambientes bonaerenses y a la region alélica TtZds-A1.1b y como
variable dependiente.

Fuente DF c?lgzinrit(il::s Cua(:;:g?ade " Vzl:lor Pr>F
Modelo 1 16 16 21,2 <.0001
Error 131 97 0,7399084
Total corregido 132 113
Fuente DF  Tipo Il SS C“a‘::;zg;’ade 2 Evalor Pr>F
TtZds-Al.1b 1,00 15,69 15,69 21,20 <.0001

Las medias ajustadas para el valor de color amarillo CIE b* determinado en 133 variedades
de trigo candeal y teniendo como fuente de variacion la ausencia o presencia del alelo
TtZds-Al.1b determinaron que existe una diferencia significativa entra la media ajustada
para CIE b* cuando este alelo se encuentra presente. La media ajustada es 13,57 y 14,93
para las variedades que no portan la insercion CCTA (alelo 7tZds-A1.1a) y las que la portan
(alelo 7dZdsAl.1b), respectivamente. Las medias ajustadas son estadisticamente diferentes

(Tabla 35) al rechazar la hipdtesis nula (H0:MediaLS1=Medial.S2).
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Tabla 35. Medias ajustadas (Ls-means) del modelo teniendo como fuente de variacion la region
alélica TtZds-A1.1b y como variable dependiente el CIE b* evaluado en tres ambientes bonaerenses.

Alelo CIE b* LSMEAN HO0:MediaLS1=MediaL.S2
Pr> [t
TtZds-Al.la 13,57 <.0001
TtZds-Al.1b 14,93
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4. DISCUSION DE RESULTADOS
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4.1 El CPC de la sémola integral esta determinado principalmente por factores

genéticos pero también se ve afectado por el ambiente.

Se utilizaron dos métodos para cuantificar el pigmento amarillo del endosperma del trigo
candeal, el primero basado en la cuantificacion espectrofotométrica de pigmentos extraidos
en butanol saturado con agua y el segundo en la evaluacion colorimétrica usando CIE b*,
observandose entre ambos una correlacion alta y positiva (0.95 p<0.0001). Esta
metodologia fue utilizada en estudios anteriores para la determinacion del CPC en sémola
(Carrera et al., 2007; Digesu et al., 2009; Fu et al, 2011, Schulthess et al., 2013). Esto
sugiere que las determinaciones de CPC que consumen mucho tiempo y reactivos podrian
ser potencialmente sustituidas por el método mas simple y rapido ejecutado con el
colorimetro minolta. El método ejecutado mediante espectrofotometria debe considerarse
solo si la cantidad de semillas para el fenotipo es escasa, ya que este método requiere

menos cantidad de sémola en comparacion con la determinacién del valor de CIE b *.

La mayor parte de la variabilidad en el valor del pigmento amarillo del endosperma fue
explicada por el factor genotipo, altamente significativo, que varid entre un 60 a 73%,
seguido del componente ambiental, significativo, con valores entre el 12 al 16% vy, en
menor medida pero significativo, el factor de la interaccion GXA. La influencia del
genotipo en el CPC concuerda con los resultados de estudios realizados en multiples
ambientes (MET) por otros investigadores (Nachit et al, 1995; Taghouti et al., 2010,
Roncallo et al., 2012, Schulthes et al 2013) y también esta sustentada por los altos valores
de heredabilidad obtenidos (h’= 0,84), que coinciden con los valores de heredabilidad de
investigaciones previas (Nachit et al., 1995, Clarke et al., 2006.; Digesu et al., 2009,
Roncallo ef al., 2012, Schulthess et al., 2013).

En relacion al efecto del ambiente de cultivo sobre la variacion del CPC, se estimo un valor
de CPC medio mayor para la localidad de Cabildo (5,38 ppm), seguida por Barrow (4,85
ppm) y Pieres (4,57 ppm). En la localidad de Cabildo las precipitaciones fueron escasas
(638 mm) y la temperatura fue relativamente mas elevada en comparacion con los
ambientes Barrow (679 mm) y Pieres (842 mm). En el afio 2011, la region cerealera
bonaerense presentd condiciones ambientales particularmente secas entre los meses de julio
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a octubre, en comparacion con afios anteriores. Los meses mas secos, septiembre y octubre,
presentaron valores muy bajos de precipitacion, en comparaciéon con otros afios. Sin
embargo, las precipitaciones ocurridas en noviembre y diciembre superaron ampliamente al
promedio histérico, permitiendo revertir la sequia y el cultivo del trigo candeal logréd

buenos rendimientos, pesos hectolitricos y pesos de mil granos.

En general, el cultivo presentd condiciones estables en los tres ambientes. La fase
vegetativa comenzd con buena humedad acumulada en el perfil del suelo. Los meses de
septiembre y octubre presentaron un déficit hidrico acompafiado de temperaturas
moderadas que favorecieron el crecimiento e hicieron que la situacion de sequia no afectara
en gran medida al cultivo. Las heladas registradas durante la implantacion y estado
vegetativo (pasto) del cultivo no tuvieron incidencia sobre el mismo. De la misma manera,
las heladas ocurridas durante estadios reproductivos no ocasionaron dafos significativos.
La espigazon de los cultivares se produjo entre el 24 de octubre y el 8 de noviembre, segin
los distintos momentos de siembra. Las precipitaciones ocurridas en noviembre,
ampliamente superiores a la media histdrica, acompanadas de dias frescos permitieron la
recuperacion del cultivo, haciendo que los rendimientos fueran buenos, con una media de
4.735 kg/ha para la localidad de Pieres, 3.495 Kg/ha para la localidad de Barrow y para la
localidad de Cabildo un rinde bajo en promedio de 872,8 kg/ha. Estas condiciones también
favorecieron el llenado de grano con buenos PH (76 a 81 kg/hl en promedio) y PMG (48 a
55 g en promedio). Se puede concluir que los cultivares fueron beneficiados por las altas
precipitaciones que ocurrieron en los meses de noviembre y diciembre, que revirtieron la
sequia ocurrida hasta fines de octubre. Para el germoplasma local, las fechas de siembra
tempranas permiten al cultivo de trigo candeal llegar a la temporada de primavera con un
sistema radical més desarrollado, dando a las plantas la oportunidad de absorber el agua
antes de que se evapore del suelo con el aumento de las temperaturas durante las estaciones

de primavera y verano.

El ambiente en el que crecen y se cosechan los cultivos afecta en gran medida caracteres
como el CPC, con influencia adicional de otros factores, por lo que algunas publicaciones

son contradictorias. El estrés ambiental, causado por déficit hidrico o altas temperaturas
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durante diferentes etapas del llenado del grano podria afectar la concentracion y
composicion de los pigmentos. Las estaciones frescas con abundantes lluvias tienden a
producir una mejor pigmentacion de trigo candeal. También se han obtenido contenidos
mas elevados de pigmentos en cultivos bajo riego que en cultivos sin riego (Giiler, 2003).
Otros autores encontraron que las condiciones climaticas secas sin riego durante el llenado
del grano de trigo candeal presentaron efectos positivos para el CPC (Guler, 2003),
hallando una relacion positiva entre este caracter y las temperaturas estacionales (Rharrabti
et al., 2003b). Clarke et al (2006), observaron que la concentracion de pigmentos durante el
periodo de llenado del grano tiene una correlacion débil y positiva con las temperaturas
medias, y negativa con la precipitacion. Las heladas ocurridas antes de la etapa de madurez
fisiologica afectan el contenido de pigmentos, probablemente debido a una menor actividad

de las enzimas que intervienen en la sintesis de los mismos (Clarke et al., 2006).

En esta tesis se observd un rango amplio de expresion de CPC en la poblacion utilizada
para mapeo asociativo. La localidad de Pieres, con abundante precipitacion y bajas
temperaturas durante la temporada de crecimiento, mostré el menor valor medio de CPC
entre los ambientes estudiados y un valor intermedio de PMG. Por lo tanto, no se deberia
hacer generalizaciones con los efectos del estrés hidrico y condiciones de temperatura para
el CPC. En los estudios genéticos, es habitual contar con un amplio rango de variabilidad
para cada uno de lo caracteres debido a que esta variabilidad puede ser causada por factores

genéticos que se relacionan con la presencia de mayor numero de alelos.

El medio ambiente podria afectar el CPC directamente por efectos bidticos o abidticos, o
indirectamente por los efectos de dilucién a través del tamanio del grano (Clarke et al.,
2006). Dado que el PMG y el PH son caracteres asociados con la calidad del grano, se
analizé la incidencia de estos caracteres sobre el CPC. No se detectaron correlaciones
significativas entre el CPC y el PH, posiblemente dado que su relacion se ve afectada por el
ambiente (Rharrabti ef al., 2003b; Clarke et al., 2006) y el germoplasma analizado (Clarke
et al., 2000).

En cambio, en los tres ambientes, el PMG y el CPC se correlacionaron débil y

negativamente (r’= -0,2; p <0,05), en coincidencia con con estudios previos (Rharrabti et
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al, 2000; Clarke et al, 2006; Virgen et al, 2010). En la localidad de Pieres el valor de 1 fue
-0,14 (p <0,05,), en Cabildo -0,23 (p <0,001) y en Barrow -0,28 (p <0,05). Estos resultados
sugieren que la variacion en CPC observada en la poblacion de MA puede estar
influenciada por diferencias genéticas en la expresion del CPC y también debida a efectos
pleiotropicos con la variabilidad en el tamafio de los granos. Cuando el grano crece se
produce un efecto de dilucion por el aumento de la proporcion de almidon y otros
componentes, reduciendo la proporcion relativa de CPC (Clarke et al., 2006). Hessler et al.,
(2002) informaron la presencia de un QTL en algunas poblaciones de mapeo para PMG que
se asociaba con la variacion en el CPC, probablemente debido al efecto de dilucion. Es
decir que si bien los ambientes Barrow y Pieres son ambientes con buenos rindes, PMG y

PH, Cabildo es el ambiente méas propicio para un buen color amarillo de la sémola.

El PMG fue altamente heredable en los analisis para ambientes individuales, con valores
que van desde moderados (4= 78,38% en la localidad de Pieres), altamente heredables
(h’= 93,1% en la localidad de Cabildo) y moderadamente heredables (h’= 66.6% en
Barrow). Cuando se consideraron todos los ambientes se obtuvieron valores medios a
altamente heredables (h’= 76,52%). Estos resultados concuerdan con las estimaciones de
heredabilidad para PMG de informada por otros autores (Sarna & Nota 1964; Belay et al,,
1993; Pozniak et al., 2011).

4.2 CIEL* y PGP se determinan principalmente por el ambiente.

El ambiente juega el papel principal en la expresion de CIEL* y el PGP (Roncallo et al.,
2012; Schulthess et al. 2013). Sin embargo, otros autores encuentran que el factor
genotipico explica la mayor parte de la variacion del brillo o color marréon de la sémola
(Matsuo et al., 1982). Esta discrepancia podria provenir de aspectos metodologicos en el
registro del caracter y/o en el nimero de ambientes utilizados en la evaluacion, que fue
menor en el caso de Matsuo et al. (1982). En este trabajo de tesis fue posible detectar una
elevada influencia del ambiente sobre el caracter CIEL*, que se refleja en los valores de
heredabilidad media obtenidos (4’ = 0,59-0,73), en concordancia con los encontrados por
Digest et al. (2009) (h° = 0,59-0,79), Roncallo et al. (2012) en Argentina (4° = 0,42-0,89) y
Schulthess ez al (2013) en Chile (4° = 0,48).
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Los efectos ambientales significativos que afectaron este caracter fueron mayores para el
ambiente Cabildo, seguidos por Barrow y Pieres. Teniendo en cuenta el analisis GLM
individual para Cabildo se identifico un efecto significativo de la repeticion de 15,2% y del
7% para los bloques, totalizando un 22,2%, atribuyéndose el efecto mediante MLM al valor
residual. En la localidad de Barrow, el analisis GLM individual identifico un efecto
significativo de la repeticion de 5,55% y del 7,74% para los bloques totalizando un 13,29%.
El analisis individual con MLM mostré efecto de los bloques significativo y el mayor
porcentaje se le atribuyd al efecto residual 42,3%. En la localidad de Pieres no se
identificaron efectos significativos de la repeticion ni de los bloques teniendo en cuenta el
andlisis GLM. Por otra parte el andlisis con MLM mostrd un efecto residual significativo
del 47,5%, lo que conlleva a inferir que la variacion producida por los factores repeticion y
bloque en los ambientes no son la causa de la variaciéon producida por el componente
ambiental. Para deducir cuales son los factores que afectan la variabilidad y significancia
estadistica que otorga el factor ambiente a este caracter es necesario seguir investigando en

mas localidades y durante mas afios.

En relacion a las correlaciones de Pearson entre el CIEL* y los demds caracteres se
evidenci6 que el CIEL* correlaciona significativamente con el PMG, PH y PGP (r’= 0,24;
0,36 y 0,15, respectivamente) en los tres ambientes. Cuando fue analizado por ambientes,
se observo que en Pieres correlacion6 negativamente con CIEb* y positivamente con el
PMG y el PH (r2=-0,17; 0,26 y 0,36, respectivamente). En el ambiente Barrow, el CIEL*
correlacioné positivamente con el PMG y el PH (’=0,29 y 0,25) y en Cabildo este caracter
solo mostrd una correlacion significativa débil con el PH (1*=0,16). Este carcter no es
deseable en lo programas de mejoramiento, debido a que esta asociado con un menor brillo
y/o presencia de color marron en la sémola, caracteristica no deseada para la elaboracion de
pasta. En conclusion, el CIEL* indica una correlacion significativa del orden del 36% en
los tres ambientes con el PH y en dos ambientes con el PMG, caracteres de interés
agronomico. Se sugiere que este cardcter podria presentar un efecto pleotropico con el PH y
podria esperarse que al incrementar el valor del PH indirectamente también se puede

incrementar el valor de CIEL* en alguna proporcion.
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Al igual que el CIEL*, la mayor parte de la variabilidad en el PGP fue explicado de manera
altamente significativa por el factor ambiental, coincidiendo con estudios anteriores en trigo
candeal en ambientes mediterraneos (Rharrabti et al., 2001; Mohammadi et al., 2009) y en
ambientes argentinos (Roncallo et al., 2012). La fuerte influencia del medio ambiente sobre
este caracter también se reflejo en su baja heredabilidad, evaluada para los tres ambientes
en conjunto (W’ = 3.19). Este valor incrementé al ser calculado para cada ambiente en
particular, con heredabilidades medias (h° = 44 a 55; Tabla suplementaria 2a) y en los
valores contrastantes, producidos en parte por las condiciones climaticas (precipitaciones) y
el tipo de ambiente. Los ambientes Pieres y Barrow, que estan en una zona mas calida y
con mayores precipitaciones en relacion con el ambiente Cabildo, presentaron los mejores
rindes y mayores promedios acumulados de mm de precipitacion. En el ambiente Cabildo
se detectaron los menores rindes, que pueden estar relacionados con los pocos mm de lluvia
durante la etapa de crecimiento. Araus et al. (2003), en Espafia con condiciones
mediterraneas, determinaron que la disponibilidad de agua del cultivo desde la aparicion de
la hoja bandera tiene una fuerte y positiva asociacion con los valores finales de
rendimiento, mientras que altas temperaturas durante el periodo de siembra hasta la
floracion afectan negativamente el PGP, coincidiendo con la condiciones para Cabildo en la

campana 2011/2012.

El PGP, correlaciond positiva, pero débilmente, en los tres ambientes con los caracteres
CPC, CIEb*, PMG y PH. Es importante destacar que aunque el PGP esta influenciado
principalmente por el factor ambiental, que podria descomponerse en el manejo del cultivo
y condiciones edafoclimaticas, también presenta un valor de heredabilidad medio a bajo,
por lo que es posible pensar en genotipos con rindes estables si se maneja el cultivo de
forma adecuada. El aumento del rendimiento debido al incremento de la biomasa podria
tener un efecto positivo que dependera de las diferentes eficiencias de captura y conversion,
donde el numero de granos es el componente mejor asociado con el rendimiento. Para este
caracter, factores como el indice de cosecha son la principal causa de su incremento, donde

a mayor indice de cosecha mayor nimero de granos y por ende mayor rendimiento.
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4.3 Peso hectolitrico, el parametro que mejor conoce el productor, determinado por

un significativo componente genético

El Ph es el parametro que mejor conoce el productor, dado que resume en un valor qué tan
sano es el grano. Es importante porque cuanto mas sano sea (menor cantidad de impurezas,
granos dafiados o quebrados, chuzos, picados, fusariosis o con presencia de cualquier
enfermedad), mayor es la proporcion de almidon en el grano y mejor sera la separacion del
endosperma del resto del grano. Por lo tanto, cuanto mas sano, mayor extraccion de sémola
o harina. A su vez, es una medida de la homogeneidad de la partida de trigo, factor clave en
el proceso industrial. Por consiguiente, el peso hectolitrico es una estimacion tanto de la
calidad fisica del grano, como de la calidad molinera. Un bajo Ph surge por problemas
durante la temporada de crecimiento o cosecha.

Como se menciond anteriormente, el Ph puede verse afectado por factores ambientales
como enfermedades, plagas y hongos (Roth et al. 1984; Blum et al. 1991; Saadalla et al.
1990). Sin embargo, los valores altos de heredabilidad (hA’= 85.54) confirman la
importancia del control genético de este caracter. Otros autores informaron también valores
altos de heredabilidad (Teich 1984; Roth et al. 1984; Blum et al. 1991, Jalaluddin et al.
1989; Saadalla et al. 1990; Nachit ef al. 1995a). Sin embargo, Ghaderi & Everson (1971) y
Schuler et al (1994) informan valores bajos de heredabilidad. Estas discrepancias pueden
darse como consecuencia de las variedades analizadas, el nimero de ambientes y los afios
evaluados.

Para incluir este caracter en los programas de mejoramiento, es importante encontrar
factores simples que se correlacionen con el Ph y se puedan utilizar en las primeras
generaciones de mejoramiento. Algunos investigadores dividen los componentes del Ph en
tamafio y forma del grano (anchura y espesor) y el peso del grano (Yamazaki y Briggle
1969, Ghaderi y Everson 1971, Schuler et al. 1994). Trocoli y DiFonzo (1999) sugieren
que las caracteristicas de la espiga pueden utilizare para seleccionar indirectamente el Ph,
especialmente por la forma de los granos. Otros grupos consideran que la combinacion de
buenos Ph con elevados valores de vitreosidad es adecuada para inferir valores altos de
extraccion de sémola (pers Nachit. com.). De hecho, ha sido informado que el Ph esta
altamente relacionado con el rendimiento de sémola y harina (Marshal ef al., 1986).
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4.4 CIE a*, un caracter poco estudiado y con alto efecto genético

El valor positivo proporcionado por CIEa* describe el color rojo presente en la sémola y
estd determinado principalmente por el genotipo, con un aporte del 53,9% segtn los valores
obtenidos en el andlisis de la varianza. En los tres ambientes evaluados se encontraron
valores de heredabilidad altos (h°= 86%), que concuerda con los resultados obtenidos por
Roncallo et al., (2012). CIE a* correlacion6 negativa y significativamente con los
componentes del color (CPC y CIE b*) y con los caracteres relacionado con calidad y
rendimiento PH y PGP. Esta correlaciéon negativa entre los parametros de calidad y
rendimiento sugiere que los efectos ambientales sobre la forma y tamafio de los granos
podrian estar afectando la composicion del grano, e indirectamente, la expresion de color
(L*, a*y b*) y el contenido de pigmentos carotenoides, segun lo informado por Hessler et

al., (2002).

4.5 Variabilidad genética obtenida a partir de marcadores AFLPs

Con el fin de avanzar en la comprension de la base genética de caracteres de calidad y
rendimiento de trigo candeal se abord6 un enfoque de mapeo por asociacion que, si bien
deberia completarse utilizando otros marcadores, permitido realizar un avance hacia el
conocimiento de la estructura de la poblacion y la asociacion de marcadores AFLP

andénimos con estos caracteres.

Los marcadores AFLP son locus especifico a nivel de especie (Rouppe et al., 1997) y se
corresponden a posiciones Unicas en los genomas (Vos et al, 1995). Proveen muchas
ventajas al ser marcadores neutrales, que no estdn sujetos a presion de seleccion,
proporcionan informacion de todo el genoma del cultivo estudiado y no requieren
informacion preliminar del genoma a caracterizar, por lo que se puede aplicar a cualquier
especie. Ademas, utilizan moderadas cantidades de ADN y producen un gran numero de
bandas polimérficas, de manera altamente reproducibles y con un bue nivel de resolucion,
tanto en electroforesis como con métodos automatizados. Una vez estandarizados, pueden
ser generados a gran velocidad y pueden ser usados para analisis genéticos de poblaciones,

analisis de genética cuantitativa y filogenéticos.
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Este estudio se realizd sobre 133 genotipos sembrados en tres ambientes de la principal
region candealera de Argentina, el sudeste de la Pcia. de Buenos Aires durante la campana
2011/2012. La mayoria de los genotipos utilizados en este analisis son cultivares
tradicionales, modernos y lineas avanzadas provenientes de diferentes regiones geograficas
donde se cultiva tradicionalmente este cereal. Cabe destacar que este estudio incluyd
materiales argentinos, tradicionales y modernos, muchos de lo cuales se encuentran

actualmente en uso.

A modo exploratorio se utilizaron diferentes combinaciones de cebadores de AFLP, que
resultaron en la amplificacion de 402 bandas, de las cuales 116 resultaron polimérficas.
Esto confirma la eficacia de estos marcadores para detectar polimorfismos en simultaneo

para un gran niimero de loci en todo el genoma en unos pocos geles (Vos et al. 1995).

Si bien los marcadores AFLP utilizados en esta tesis son anénimos, su uso permitio calcular
el nivel de polimorfismo presente en la poblacion, que fue en promedio de 35,8% para
todos los genotipos y todas las combinaciones de cebadores. En trigo candeal, otros autores
hallaron 34,3%, 26,5% y 14,7% loci polimorficos utilizando 3, 11 y 14 combinaciones de
cebadores, respectivamente (Sciacca et al., 2010; Shoaib, 2005; Martos et al., 2005). En
trigo pan, utilizando 19 genotipos y seis combinaciones de cebadores, los valores de
polimorfismo alcanzaron un porcentaje de 91,2% al encontrar 262 bandas polimorficas de
un total de 239 bandas (Vieira et al, 2007). Almanza-Pizon et al. (2003) reportaron un
nivel de polimorfismo de 59% y un valor similar de 47% fue reportado por Roy et al.
(2004). En conjunto, estos resultados indican que los marcadores AFLP son eficientes en la

deteccion de la variabilidad genética en el trigo.

Teniendo en cuenta que el trigo candeal es un cultivo que ha estado sometido a diversas
fuerzas de seleccion y procesos de mejoramiento, que se traducen en una disminucién de la
variabilidad genética (Incirli y Akkaya, 2001), es posible contemplar un nivel de
polimorfismo como el encontrado en esta coleccion de germoplasma. Sin embargo, es aun
posible encontrar nuevos alelos que podrian aportar variabilidad genética para distintos
caracteres de interés. Los resultados obtenidos a partir de los atributos analizados para las

combinaciones de cebadores tales como el indice de contenido polimorfico (PIC) y el
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indice del marcador (MI), han sido utilizados en varios estudios para evaluar el poder
discriminante de los marcadores AFLP en el andlisis de la variabilidad genética (Powell et

al 1996; Bohn et al 1999; Muminovic et al 2004; Leela Tatikonda et al. 2009).

Los marcadores AFLP tuvieron alto poder de discriminacion. En el presente estudio, los
valores de PIC oscilaron entre 0,19 y 0,38, con una media de 0,29. Este estd en el rango de
los obtenidoa en investigaciones previas en trigo candeal, donde se obtuvieron valores de
PIC de 0,39 para 41 cultivares comerciales, tradicionales y modernos (Medini et al., 2005),
0,24 para 63 variedades locales con 225 bandas polimorficas (Moragues et al., 2007) y 0,34
utilizando 24 cultivares y 186 bandas polimoérficas (Martos et al., 2005). Los valores de
PIC obtenidos han sido influenciados por dos aspectos: i) el andlisis conjunto del
polimorfismo de una poblacién en el que se incluyen tanto poblaciones modernas —
tradicionales como de mejoramiento: es de esperar que las poblaciones de mejoramiento
presenten una reduccion de la variabilidad, o cuello de botella, debido a un proceso de
seleccion artificial; y, i) el hecho de que este estudio incluye exclusivamente 6
combinaciones de AFLP: comparado con los similares resultados de estudios donde se
incluye mayor cantidad de marcadores genotipicos (Ghislain et al, 2009), como por
ejemplo marcadores codominantes y de ultima tecnologia, se concluye que, utilizando
mayor cantidad de marcadores el factor resolutivo de PIC puede incrementar, permitiendo

encontrar un mayor nimero de formas alélicas. Por ejemplo, utilizando SNPs a gran escala.

Otro de los parametros evaluados fue el indice del marcador. Los valores de este indice
variaron entre 1,9 y 10,6, con un promedio de 5,77 entre las combinaciones de AFLP.
Martos et al (2005) en trigo candeal con resultados similares determinaron el valor de MI
en 4,43. El pardmetro MI en este estudio exhibid una correlacion positiva con PIC de 0,69
(r*0=0110,69, p[1<[10.005). Prevost & Wilkinson (1999) informaron que esta correlacién
positiva entre los valores de PIC/MI es util si se quiere seleccionar combinaciones de
cebadores con poder discriminante, los cuales pueden ser utilizados en estudios de
diversidad genética o como posibles marcadores SCAR como los desarrollados por Jae-Han
et al., (2014). Estos indices han sido ampliamente utilizados en estudios de variabilidad en

diferentes especies vegetales y en conjunto son una herramienta util para diferenciar
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cultivares o realizar estudios evolutivos, filogenéticos o de variabilidad (Gupta et al., 2013;
Laurentin and Karlovsky, 2007; Pecina-Quintero et al., 2013; Sehgal et al., 2009; Sharma
et al., 2011; Stodart et al., 2005).

Las combinaciones de cebadores que produzcan un tUnico fragmento en un cultivar
especifico pueden ser usadas para desarrollar marcadores (STS) que permiten identificar
cultivares individuales (Fernadndez et al., 2002). Los fragmentos compartidos y similares
pueden ser valiosos en estudios evolutivos porque dan informacion acerca de alelos
simplesiomorficos ancestrales. En ese contexto, la combinacion de cebadores que identifico

bandas unicas para discriminar entre las poblaciones argentinas e italianas fue P41M39.

Las combinaciones que resultaron ser mas informativas para diferenciar genotipos de trigo
candeal fueron P41M31, P41M39 y P40M43. Las 116 bandas polimorficas y los relativos
buenos valores de los atributos de los marcadores estudiados en el presente estudio sugieren
que los AFLP son marcadores que permiten discriminar, clasificar y hacer analisis de
variabilidad genética en trigo candeal. Cabe destacar que pueden ser una herramienta
potencial para el genotipado de un gran numero de muestras de colecciones de
germoplasma y, como consecuencia, son una herramienta productiva para realizar mapeo
por asociacion. Una desventaja de este tipo de marcador es que son andnimos y de posicion
desconocida en el genoma del trigo candeal. Sin embargo, esta tesis propone ubicar en el
mapa de secuencia aquellas combinaciones de AFLP que detecten una asociacioén
significativa entre el marcador y alguno de los caracteres evaluados. Actualmente se
encuentran disponibles las secuencias de los cromosomas de trigo pan (IWGSC) y de trigo
candeal (CREA, Italia, grupo del Dr. Luigi Cattivelli, con quien nuestro grupo tiene
colaboracion). Seria entonces una buena estrategia extraer las bandas de los geles,

secuenciarlas y realizar un andlisis de Blast con los mencionados genomas.

Los resultados relacionados con el numero de alelos y su frecuencia, obtenidos con el uso
de combinaciones de AFLPs dentro de la poblacion de candeal estudiados, indican un
numero promedio de 1,7 alelos por locus. El nimero de alelos efectivos en promedio fue de
1,5. El indice de diversidad de Shannon arroj6 un valor bajo, de 0,4 y la heterocigosidad

promedio fue de 0,28. Es decir que fue baja, pero se mantiene dentro de los parametros
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esperables, teniendo en cuenta que es una especie homogenizada y con fuerte presion de
seleccion sobre caracteres de rendimiento y calidad. Sin embargo, el trigo candeal porta

variabilidad dentro de su genoma (Maccaferri et al, 2014).

Teniendo en cuenta los patrones totales de bandas por poblaciones, incluyendo el set de
bandas polimorficas, la heterocigosidad media esperada para cada poblacion varid en un
rango de 0,199 a 0,340. Con respecto a la identidad y distancia genética de Nei para cada
poblacion, el patron entre las poblaciones fue consistente, siendo las poblaciones de
Argentina e Italia las mas parecidas entre si. Esto se debe fundamentalmente a que los
materiales argentinos derivan de los italianos. A partir de los afios ‘90, empresas e
investigadores argentinos se reunieron con el fin de promover el cultivo (Seghezzo y
Molfese, 2001), permitiendo que se produjera el desarrollo de variedades que
principalmente fueron obtenidas por cruzamientos con variedades Italianas y del CIMMyT.
Es por esto que las variedades argentinas modernas derivan de las italianas modernas y de
las del CIMMyT. Asi mismo, estos valores de identidad y heterocigosidad se deben a que
este germoplasma contiene dentro de si un 31,3% de accesiones argentinas, un 25,4% de
accesiones italianas, 14,4% de accesiones provenientes del CIMMyT, 14,4% de accesiones
provenientes de Francia, 11,8% de accesiones provenientes de WANA y 2,5% de

accesiones de EE.UU.

Soleimani et al. (2002) en su investigacion de diversidad genética con variedades modernas
de trigo candeal, realizada con marcadores AFLP, concluyeron que la variacion genética
dentro de los cultivares modernos es alta a pesar de la fuerte presion de seleccion y deriva
genética debida al trabajo de los programas de mejoramiento, concluyendo que las
estimaciones de diversidad genética realizadas con AFLPs pueden proporcionar

informacion valiosa para los fitomejoradores (Shoaib y Arabi, 2006).

4.6 Relaciones genéticas y estructura poblacional

El objetivo de esta investigacion fue realizar un estudio preliminar de MA utilizando una
coleccion global de cultivares y lineas avanzadas de distintos programas de mejoramiento

de trigo candeal que son utilizadas en estudios de mejoramiento genético y cultivadas por
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productores de la region bonaerense. En esta tesis se utilizo el enfoque de exploracion
gendmica (genome-wide association study, GWAS) que permite el uso de una coleccién
genotipicamente diversa, como la utilizada en este trabajo. La identificacion de
asociaciones marcador-caracter proporciona informacion sobre la ubicacion de las regiones
genoémicas asociadas con el control genético de los caracteres de interés. Este enfoque
permitié comprender y utilizar los valores genéticos calculados y analizados de cada uno de
los genotipos de esta tesis. Considerando la homogeneidad de la poblacién que fue del
64,2%, se consider6 que la cobertura de los marcadores fue adecuada para alcanzar el
objetivo de mapeo asociativo. También fue adecuado que el numero de accesiones
incluidas para el andlisis de MA, debido a que con un nimero elevado de variedades
aumenta el namero de alelos y reduce el DL entre loci no ligados e incrementa el poder
resolutivo para detectar QTLs (Thornsberry ef al. 2001; Gaut y Long 2003; Hamblin ef al.
2004; Wilson et al. 2004).

De manera que, con los genotipos y marcadores utilizados, fue posible estructurar la
poblacion. Tanto el andlisis de estructura como de agrupamientos del germoplasma
dividieron a la poblacién en seis grupos. Los grupos generados por el programa Structure
siguieron el mismo patrén de agrupamiento que obtenido utilizando el algoritmo UPGMA.
La estructura dentro del germoplasma se debe posiblemente a que los materiales argentinos
tradicionales provienen de cruzamientos con materiales italianos tradicionales, mientras que
los genotipos argentinos modernos se generaron en los ultimos 25 afos, principalmente, de

materiales italianos modernos y del CIMMyT.

Para los estudios de MA, las estimaciones de estructura poblacional basadas en modelos
probabilisticos se han sugerido como mas informativas en comparacion con los modelos
tradicionales, basados en distancia genética (Pritchard et al., 2000). En este estudio, la
comparacion de los resultados analizados con los dos métodos resultd en patrones similares
que, en general, formaron grupos por origen geografico y por genealogias. Sin embargo, se
observaron algunas diferencias menores entre las estimaciones obtenidas a partir de la

distancia genética binaria con respecto a los modelos bayesianos, que pueden ser, en parte,
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debidas al sesgo en la seleccion de los marcadores con los que se realizé el andlisis de

estructura.

Recurriendo al dendrograma por relacion de pedigree y el andlisis bayesiano se encontrd un
agrupamiento claro de los materiales argentinos e italianos modernos y por otra parte los
materiales tradicionales. Aunque ocho variedades (Marrout, Dupri, OmRabi6, Karur,
CBWO0112, italo, GAB125, CBW0002, Ardente, VF003, VF0167) fueron asignadas a mas
de un grupo con el andlisis bayesiano, este resultado es esperable, dado que los materiales
utilizados representan cultivares elite de programas de mejoramiento de distintos origenes.
Cabe destacar que, aunque actualmente la tecnologia ha proporcionado nuevas técnicas
como los SNP, las seis combinaciones de AFLP utilizadas en esta tesis generaron 116
marcadores polimorficos y fueron consistentes agrupando los genotipos de forma similar

con los resultados obtenidos en el andlisis probabilistico bayesiano y por genealogia.

4.7 Asignacion poblacional

La asignacion de individuos a una poblacion K especifica, realizada utilizando el programa
Structure, con el modelo “admixture”, infiere que cada individuo posee alguna fraccion de
su genoma en cada una de las K poblaciones, es decir que los genotipos pudieran haber
estado mezclados ancestralmente por lo que cada individuo ha heredado alguna fraccion del

genoma de sus ancestros.

Este analisis mostré un aumento continuo de la bondad de ajuste para el estadistico Ln [P
(D)], en comparacion con el nimero de poblaciones K, es decir que, aunque hubo
convergencia entre el nimero de iteraciones y el nimero posibles de K, no se logro
establecer el nimero de poblaciones K después de la asignacion probabilistica. Por lo tanto,
para determinar el K optimo que representa la estructura poblacional de los genotipos de
trigo tetraploide se utilizd la metodologia AK (delta K) de Evanno et al., (2005) que
permite un mejor ajuste para el valor K . Este test permitié determinar que AK presenta un
punto de inflexién (maxima verosimilitud) en K = 6. Es decir, que existen seis subgrupos
poblacionales. Es de esperar que exista una marcada estructura entre los genotipos

provenientes de cruzamientos en poblaciones de mejoramiento. En este caso, la estructura
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que presenta la poblacion de 118 genotipos indica una diferenciacion debido a que se
incluyen lineas y variedades de mejoramiento argentinas y de diferentes origenes
geograficos. A la fecha los estudios de estructura poblacional en trigo han identificado
subgrupos dentro de sus poblaciones de estudio (Macaferri et al., 2005, Somers et al. 2007,
Reimer et al. 2008, Macaferri et al. 2010, Macaferri et al. 2011, Pozniak et al 2012,
Vanzetti et al 2013, Macaferri et al. 2014), proponiendo el uso de estas poblaciones para
metodologias de mejoramiento como el mapeo por asociacion. Sin embargo, estas
investigaciones fueron realizadas con marcadores codominantes, y colecciones de
germoplasma diferentes por lo que el uso de este tipo de marcador AFLP dominante en el
germoplasma analizado en esta tesis, quiza podria generar un niimero diferente de grupos a

los obtenidos en otras investigaciones.

4.8 Desequilibrio de ligamiento.

El DL se refiere a asociaciones no aleatorias entre los alelos de distintos loci y constituye la
base conceptual de cualquier estudio de mapeo por asociacion. La distancia sobre la cual el
DL persiste va a determinar el nimero y la densidad de marcadores, asi como el disefio
experimental que se ajuste mejor para el mapeo por asociacion. Debido a ello, es
importante conocer en primera instancia el DL y determinar el alcance del mismo en el
trigo candeal.

Las dos medidas comUnmente usadas para cuantificar DL son el coeficiente de
desequilibrio estandarizado (D’) (Lewontin 1964) y la correlacion de frecuencias alélicas al
cuadrado (r?) (Hill y Weir 1994), siendo esta ultima la mas empleada por presentar menor
varianza en muestras pequefias. Se considera un bloque en DL cuando todos los pares de
loci adyacentes presentan un r> 0,3 (Stich et al, 2005). Ademas de los valores de
polimorfismo y de variabilidad alélica los resultados indicaron que los 116 marcadores
polimorficos AFPL detectaron siete pares de loci en DL entre 6612 comparaciones.
Considerando el objetivo de mapeo asociativo, la manera mas apropiada de cuantificar el
DL fue calculando el valor de r* que también es un indicador de la correlacién entre el
marcador y el caracter (Gupta et al 2005, Oraguzie et al 2006, Abdallah, et al 2003). El

valor de r* varia entre 0 y 1 y es igual a 1 cuando solo dos haplotipos estan presentes. r° es
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afectado por la taza de mutacion y recombinacion, mientras que D es afectado por el
historial de mutaciones (Flint-Garcia et a/ 20031, Gupta et al 2005, Oraguzie, et al 2006,
Gaut et al 2003). La mutacion y la recombinaciéon son los fendmenos que tienen mayor
impacto. La mutacion genera el material de partida para la creacion de sitios polimoérficos
que estaran en DL. En cambio, la recombinacion es el principal factor que provoca una
disminucion del DL intra-cromosomico, y la segregacion independiente disminuye el DL
inter-cromosoémico (Flint-Garcia et al., 2003). El sistema de apareamiento también
determina los niveles de DL, por ejemplo, en especies de reproduccion autégama o de auto-
polinizacion el DL tiende a ser mayor que en especies de polinizacion cruzada (Flint-Garcia
et al., 2003).

La representacion grafica del DL de a pares entre dos loci fue muy 1util para estimar los
patrones de DL a partir de las combinaciones de AFLP. El DL se representd de a pares en
una parcela triangular con un codigo de color basado en el nivel de significancia de DL
entre los pares de locus (%, o el valor de D y el valor-p,) esto permitid visualizar el bloque
de loci (bloque rojo) en DL significativo. Los bloques rojos de haplotipos cerca de la
diagonal del triangulo indican la presencia de un alto nivel de DL entre los loci que generan
estos bloques. Esto significa que ha habido un limitado o ningin patrén de recombinacion
desde la formacion del bloque en DL. Es decir, estos pares de loci segregan y si estan
vinculados a algun caracter la asociacion entre este par de loci y el caracter sera facilmente
detectable con un buen fenotipado.

Los bloques en DL son de gran interés en el mapeo asociativo debido a que simplifican los
esfuerzos de mapeo de caracteres complejos (Zhang, et al 2002) y permiten determinar el
numero de marcadores que se deberian utilizar para cubrir de manera eficiente el genoma.
Es decir, a mayor numero de bloques en DL, menor serd el nimero de marcadores
moleculares necesarios para encontrar asociaciones marcador — caracter.

Para estimar el tamafio de los bloques en DL, el valor de r* es usualmente graficado en
relacion a la distancia genética (cM), de esta forma es posible calcular e inferir cuan rapido
decae el DL. La rapida caida del DL en relacién a la distancia genética indica que la
magnitud de DL se conserva con el ligamiento y es proporcional a la recombinacion (Stich,

et al., 2005, Gupta, et al., 2005). En trigo tetraploide se ha informado que el DL decae
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aproximadamente entre 2 -3 ¢cM (r* <0,2) (Somers ef al,. 2007) y 20 ¢cM aproximadamente
(r* <0,2, Maccaferri et al. 2005, 2015). Este valor es fluctuante a través del genoma y los
factores que lo incrementan pueden ser la generacion de mutaciones, el sistema de
polinizacion, aislamiento genético, la estructura poblacional, el efecto fundador, la mezcla
génica, la presion de seleccion y los rearreglos genomicos (Gupta et al., 2005, Oraguzie et
al., 2007). La disminucion del DL generalmente se debe a elevadas tasas de recombinacion,
mutacion, fecundacion cruzada y conversion génica (Flint-Garcia et al., 2003, Gupta et al.,
2005, Oraguzie et al., 2007). Teniendo en cuenta que el trigo candeal ha sido objeto de
fuertes presiones de seleccion a lo largo de su historia, se ha demostrado que el
germoplasma elite posee un alto nivel de DL (Macaferri et al., 2010; 2014, 2015), que

podria ser explotado de forma beneficiosa en estudios de asociacion.

Si bien se observo DL significativo entre algunos marcadores dentro de la poblaciéon de MA
y, a la vez, es posible que los mismos estén asociados con caracteres de calidad y
rendimiento, estos AFLP son anénimos y no fue posible estimar la distancia genética entre
los bloques en DL ni conocer la ubicacion de los marcadores y caracteres con asociaciones
significativas. Es posible que la presencia de DL entre los marcadores AFLP y el cardcter
pueda estar dada por factores como deriva génica reciente.

Estos AFLP podrian ser empleados dentro de un programa de seleccion asistida por
marcadores en trigo candeal, donde primero seria necesario validar su funcionalidad
partiendo por ejemplo de: i) el analisis del patron de bandeo o de la secuencia que
amplifican, en cuanto a su grado de asociacion con los caracteres de interés evaluados en
esta tesis; y, 11) un andlisis mas detallado de su ubicacion genética y fisica dentro del

genoma.

Como se menciond, 42 locus estuvieron en DL, dentro de esos, tres locus presentaron
valores de 1* > 0,684 y los restantes 39 valores de > 0,138 a 0,321, con un promedio de
r’= 0,237. Esto sugiere que las combinaciones de AFLP analizadas detectaron DL en la
poblacioén, donde se visualizo la conformacion de seis bloques en DL con ubicacion

desconocida. Estos resultados concuerdan con los informados por Macaferri et al., (2010;
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2014) y Laido et al. (2014), quienes realizaron estudios de mapeo por asociacion en trigo

candeal con valores similares de DL.

En este trabajo, los resultados obtenidos sobre DL deben considerarse como un resultado
positivo, dado que los AFLP son dominantes en comparacion con los multialélicos SSR, los
AFLP tUnicamente distinguen dos alelos, disminuyendo su capacidad informativa. Sin
embargo, los AFLP mostraron ser una herramienta valiosa para este tipo de estudios porque
permitieron obtener mucha informacion en poco tiempo y en forma econdmica. El registro
de marcadores mapeados en un germoplasma o coleccidon de accesiones, permite un analisis
mucho mas detallado del DL a nivel gendmico, cromosdmico e inclusive dentro de regiones
candidatas. En relacion al uso de AFLP y su aplicacion en DL y mapeo QTL, se considera
que los mismos ofrecen una buena cobertura del genoma y con frecuencia se agrupan en

torno a las regiones centroméricas (Alonso-Blanco et al., 1998; Peters et al., 2001).

4.9 Caracteres de calidad y rendimiento asociados con marcadores AFLP

El mapeo por asociacion enriquece el repertorio de herramientas disponibles para la
diseccion de caracteres complejos, aplicable tanto en especies modelo como en cultivos de
importancia econdémica (Rafalski, 2010). Este enfoque comenz6 a desarrollarse en especies
vegetales a comienzos del Siglo XXI, debido al salto tecnologico producido en la biologia
molecular en términos de informacion gendmica disponible en bases de datos y de técnicas

de genotipado de alto rendimiento (high-throughput).

La variacion fenotipica de muchos de los caracteres de importancia agronémica o evolutiva
estd determinada por multiples QTL, la interaccién entre éstos, el ambiente y las
interacciones QTL-ambiente. Los analisis de ligamiento en familias o poblaciones
biparentales y, mas recientemente, los andlisis de asociacion son las dos estrategias mas
utilizadas a la hora de disectar caracteres de base genética compleja. Ambos analisis se
basan en la coheredabilidad de los polimorfismos funcionales o variantes alélicas. La
diferencia es que en los analisis de ligamiento tradicionales, son pocos los eventos de
recombinacion que llegan a producirse, por ejemplo, en los descendientes de un

cruzamiento biparental, resultando en un mapeo de baja resolucion.
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En el mapeo por asociacion, en cambio, la recombinacion y la diversidad genética natural
se analizan para lograr mapeo de alta resolucién (Zhu et al., 2008). Es decir, tiene el
potencial de alcanzar resolucion a nivel de genes individuales, dado que hace uso de los
numerosos eventos de recombinacioén ocurridos dentro de las poblaciones a lo largo de su
historia, permitiendo asi detectar aquellas formas alélicas involucradas en la variacion de
un determinado caracter fenotipico (Nordborg y Tavare 2002). En el caso de las plantas, las
poblaciones analizadas pueden ser verdaderas poblaciones naturales, colecciones de
germoplasma, lineas o variedades elite de un programa de mejoramiento (Breseghello y

Sorrells 2006a).

Este trabajo de tesis se propuso demostrar la aplicabilidad de estudios de genética de
asociacion en trigo candeal, como enfoque alternativo al tradicional mapeo de QTL en
poblaciones biparentales y como herramienta para dilucidar los componentes genéticos
involucrados en caracteres agronémicos complejos, como el contenido de pigmentos
carotenoides, los componentes del color, peso de mil granos, peso hectolitrico y

rendimiento.

El CPC, los componentes del color (CIE b*, CIEL* y CIEa*), el PMG y el PH son
caracteres que involucran herencia pleiotropica, con numerosos genes interactuando y
produciendo diferentes efectos sobre la expresion del fenotipo (Clarke er al. 2006). El
analisis de ligamiento en poblaciones biparentales ha sido la herramienta mas utilizada para
la identificacion de genes que incrementan estos caracteres (Elouafi y Nachit, 2004, Mares
y Campbell, 2001, Schmidt et al. 2004, Roncallo et al., 2012; Akkiraju et al., 2010). A
pesar de su amplia utilizacién, este tipo de analisis presenta algunas desventajas en
comparacion con el mapeo asociativo. Por ejemplo, la cantidad de variacion genética
segregante es limitada en las poblaciones biparentales, debido a que s6lo dos alelos pueden
ser evaluados a la vez para un marcador dado. Adicionalmente, si no existe polimorfismo
entre los parentales seleccionados para el cruzamiento respecto al marcador ligado al
caracter, el QTL nunca podra ser identificado. El mapeo por asociacion, en cambio, al
utilizar poblaciones naturales o colecciones de individuos disponibles en los bancos de

germoplasma, permite explotar la mayor diversidad alélica presente en ellos y evita el gran
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insumo de tiempo que conlleva la creaciéon de poblaciones RILs creadas a partir del

cruzamiento de parentales de pedigree conocido.

Debido a la ubicuidad de los AFLPs y a su fécil adaptacion a técnicas de genotipado a gran
escala, éstos marcadores se seleccionaron, para los estudios preliminares de asociacion. Por
ello, en este trabajo de tesis se caracterizaron las variaciones fenotipicas sobre 118
genotipos y un conjunto de 116 regiones gendmicas (AFLP andnimos) de trigo candeal
algunos de ellos representativos de los materiales de mejoramiento del cultivo en
Argentina. Esta parte del trabajo permitid, estimar la variabilidad, el polimorfismo

nucleotidico y evaluar el alcance del DL en el trigo candeal cultivado.

El analisis de mapeo asociativo ejecutado en el programa Tassel 2.0.1
(www.maizegenetics.net), permitid identificar asociaciones significativas entre los
marcadores y los caracteres cuantitativos evaluados, que fueron testeadas utilizando el
modelo linear mixto (MLM), conteniendo una matriz de coancestria (K), elaborada con
datos de pedigree, y una matriz de estructura poblacional (Q), elaborada a partir de datos
genotipicos. Se consideré una asociacion marcador-caracter significativa aplicando una
FDR < 0.05. Las asociaciones descritas a continuacién fueron las que mostraron la mayor
explicacion de la variabilidad fenotipica de los caracteres y también las que produjeron

algtn efecto sobre el caracter evaluado.

El marcador P40M38 1230 se encontrd asociado con el color rojo de la sémola integral en
los ambientes Barrow y Pieres con una significancia de 0,0294 p-permutaciones, el
porcentaje de explicacion de la variacion fenotipica debida a este marcador fue del orden
del 5%. En la localidad de Pieres el marcador PA0M38 1360 se encontrd asociado con el
CPC de la sémola integral, el componente del color relacionado con el brillo de la sémola
integral CIE L* se asocid con el marcador P4A0M38 1070 en la localidad de Barrow. El
marcador P40M38 980 se encontré asociado con el PH en la localidad de Cabildo. El
porcentaje de explicacion de la variacion fenotipica debida a estos marcadores fue del
orden del 5%, en todas las asociaciones. Teniendo en cuenta el patron de bandeo y la
presencia de este marcador en al menos dos ambientes, el cardcter que mas se asocid con

este marcador fue el color rojo de la sémola integral, con un efecto negativo que vario de
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-0,3 (para la ausencia del alelo) a -0,20 (para la presencia). Roncallo et al., (2012)
identificaron QTLs con efectos pleiotropicos afectando el componente del color CIEa*
localizados en los cromosomas 7B, 1AL, y 1BL explicando el 12,5, 11,3 y 20,2% de la

variacion fenotipica total en trigo candeal.

El marcador P41M31 767 mostré asociacion con los caracteres CIE b* en Pieres y
Cabildo, y con el CPC en las tres localidades, estas asociaciones explicaron del 5 al 6% de
la variacion total del fenotipo. Para el PH, con una significancia de 0,013 p-permutaciones,
el marcador (P41M31 1172 en Barrow, P41M31 808 en Pieres, P4A1M31 912 en Cabildo)
explico el 5% de la variacion en cada una de las localidades. E1 PMG con un valor de p-
permutaciones de 0,03, explicando un 3% de la variacion fenotipica total para el caracter
mostr6 asociacion en las localidades de Barrow y Cabildo con el marcador P41M31 1172.
El PGP, explico el 5% de la variacion del rendimiento de las variedades en las localidades
de Cabildo (P41M31 1172) y en Barrow (P41M31 912). Este marcador se vio asociado

al peso, tamaiio / forma (PH) y al rendimiento de los granos.

En general, existe una correlacion negativa entre el peso hectolitrico (PH) y el peso de mil
granos (PMG) con la concentracion de pigmentos (Whiteside et al., 1934; Markley, 1937,
Worzella, 1942; Alvarez et al., 1999), probablemente, debido a un efecto de dilucion por el
incremento de otros constituyentes del grano, como el almidon (Clarke et al., 2006). De
hecho, la reduccién en la concentracion de pigmentos ha sido asociada a un locus ubicado
en el cromosoma 5A, que esta relacionado con el tamafio de los granos. Sin embargo, la
pequeia correlacion negativa de este estudio indica que otros factores, ademas del PH y
PMG, también afectarian la concentracion de pigmentos (Hessler ef al.,, 2002). Ambientes
altamente productivos incrementan el tamafo de los granos, lo cual afectaria indirectamente
el contenido de carotenoides. La correlacion entre localidades dentro del mismo afio o en
las mismas localidades pero en diferentes afios, ha demostrado que el ambiente afecta

diferencialmente la concentracion de pigmentos (Clarke et al., 2006).

El marcador P41M39 715 se encontr6 asociado al caracter PMG en las tres localidades, la
correlacion entre el marcador y el peso del grano fue del orden del 13%. Con una

significancia estadistica de 0,00097 p-permutaciones. El marcador P41M39 747 con una
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significancia de 0,019 p-permutaciones correlacion con el caracter CIEa* esta asociacion
explico el 6% de la variacion fenotipica para el caracter color rojo de la sémola en las tres
localidades. El marcador P41M39 465 se encontr6 asociado significativamente con el color
amarillo de la sémola integral con una significancia de 0,018 p-permutaciones y explicando
el 6% de la variacion fenotipica en Pieres y Barrow. Asi mismo en Barrow y Pieres para el
PH el marcador P41M39 540 y P41M39 435 respectivamente explicaron el 7% de la

variacion fenotipica con una significancia de 0,01 p-permutaciones.

El marcador P41M45, se encontro asociado significativamente con el brillo o color marréon
de la sémola de los granos de trigo candeal en el ambiente Cabildo. Esta asociacion explico

el 11% de la variacion fenotipica para el caracter.

El marcador P41M43 367, mostr6é asociaciones significativas con el color amarillo de la
sémola de los granos de trigo candeal en los tres ambientes. Con una explicacion de
variacion fenotipica del 8%. A partir de este andlisis se infiere que varias combinaciones
detectaron, en diferente magnitud, asociaciones con el color amarillo de la sémola, lo cual
indica que este caracter tiene patrones de herencia que involucran varios genes/QTL. Esto
también fue informado por otros autores (Pozniak et al 2007; Reimer et al. 2008, He et al.
2008; Patil et al. 2008; Howitt et al. 2009; Blanco et al. 2011, Singh et al. 2009). Teniendo
en cuenta la alta correlacion entre el CPC y el CIE b* descrita anteriormente, es posible
indicar que las asociaciones identificadas con este marcador son un resultado positivo. Para
validarlo es necesario desarrollar una metodologia que permita identificar la posicion del
marcador y generar un marcador SCAR que podria ser utilizado en mejoramiento a fin de
aumentar el color amarillo y la proporcion de precursores de vitamina B. Finalmente, el
marcador P41M43 390 se encontrdé asociado significativamente con el rendimiento,
explicando un 9% de la variacion fenotipica y con una significancia de 0.005 p-

permutaciones.

Como conclusion podemos mencionar que los marcadores que explicaron mayores
porcentajes de la variacion en un caracter fueron: P41M39 715, para el peso de los granos;
P41M39 747, asociado con el componente del color CIE a*; P41M43 390, asociado con el

rendimiento; P41M31 767, relacionado con el contenido de pigmentos carotenoides y el
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componente de color CIE b* y P41M43 367, asociado con CIE b*. En relacion a CIE L* el
marcador P41M45 698 mostr6 una asociacion significativa en la localidad de Cabildo, para
el PH se encontrd una asociacion con el P41M31 1172 y P41M39 569 mostr6 asociacion
fuerte con los caracteres relacionados con el color amarillo en las localidades de Pieres y
Barrow. Seria interesante conocer la posicion en el genoma de los mismos y realizar un

estudio adicional para tratar de validar su utilidad en seleccionar estos caracteres.

4.10 ({)-Caroteno desaturasa

Dada la importancia de la enzima Zds en la biosintesis de carotenoides, nos propusimos
encontrar variantes alélicas del gen y determinar si pueden explicar, en alguna proporcion,
la variacion fenotipica observada en la concentracion de pigmentos amarillos entre las
distintas variedades de trigo candeal. Dado que el trigo candeal es un tetraploide, al menos
dos genes, uno del genoma A y uno del genoma B, son esperables. En esta tesis se partio de
la hipdtesis de que la variacién alélica en uno o mas genes Zds pueden explicar
parcialmente las diferencias en la expresion fenotipica del pigmento amarillo en los

cultivares de trigo candeal.

El patréon de bandeo en los geles de poliacrilamida asi como el analisis de las secuencias
nucleotidicas revelaron la presencia de dos copias del gen Zds en el genoma A, designadas
TtZds-Al.1la 'y TtZds-Al.2. Esta tUltima (7tZds-A1.2) fue identificada en las ocho
variedades. En cambio, 7tZds-Al.1a fue identificada en todas las variedades estudiadas
excepto Amarillo, donde se identificd a la variante alélica del genoma A hallada en la
region delimitada por los cebadores ZdsF3/R3, denominada 7¢Zds-A1l.1b. Esta variedad se
caracteriza por presentar valores altos de CPC de manera estable en los ambientes
evaluados. En el genoma B se identifico un gen denominado 7tZds-B1. Dado que el trigo
candeal es una especie tetraploide, la presencia de dos genes sugiere que el gen Zds pudo,
de hecho, ser duplicado en el grupo dos de cromosomas de trigo candeal (Dong et al 2012),
con dos conjuntos de genes homéologos. Esto fue validado por la obtencion de mas de 20
clones de cada uno de los genes y de ocho secuencias en la variante alélica identificada. El

locus de la enzima lipoxigenasa, relacionada con la degradacion oxidativa de los pigmentos
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carotenoides, se encontrd duplicado en los cromosomas 4B (Carrera e/ al, 2007) y 4A

(Garbus et al., 2009; 2013) en trigo candeal.

Las dos copias del gen del genoma A, TtZds-Al.1a y TtZds-A1.2 comparten una identidad
del 98% para la region analizada, lo cual sugiere una relativa reciente duplicacion. Este
resultado propone que el numero de copias del gen Zds puede ser importante en la
regulacion y/o acumulacion del contenido de pigmentos carotenoides en el grano del

candeal.

Asimismo, para determinar el rol del gen en la expresion de pigmento amarillo, el alelo
TtZds-Al.1b, fue caracterizado con el marcador molecular Yp2a-1F/R (Dong et al., 2012)
en una poblacién de germoplasma compuesta por 133 variedades de trigo candeal de
diferentes origenes geograficos, en donde se encontrd que esta variante alélica 7TtZds-A1.1b,
explicaba un 17,7% de la variacion del CPC. Recientemente, ha sido disefiado un nuevo
marcador para identificar mediante PCR los genotipos portadores del alelo observado en la
variedad Amarillo para establecer su posible asociacion con el color. Este marcador resulta
en un amplicon de 136 bp en Amarillo y de 148 bp en el resto de las variedades por lo que

sera resulto mediante una corrida electroforética en geles de acrilamida.

Como se indicara en los resultados, la diferencia entre las medias ajustadas en presencia y
ausencia del alelo para los caracteres de calidad CPC y el color amarillo CIEb*de sémola
integral validaron la hipotesis de que la variacion alélica del gen TtZds-A1.1b explica
parcialmente las diferencias en la expresion fenotipica del pigmento amarillo en los
materales estudiados. Esto también confirma que la variante alélica 7tZds-Al.1b,
identificada en las variedades BonINTACarilo, VF 0113, Amarillo, Gabbiano, Joyau,
Karur, Neodur, Garic y Exeldur se encuentra alta y significativamente relacionada con
la variacion del CPC y CIE b*. Se considera que las variedades que porten el alelo 7tZds-
Al.1b relacionado con mayor color tienen mayor contenido de pigmentos carotenoides, lo
cual permite postular que la combinacidon de cebadores 3F/Yp2aR o 3F-3R que amplifican
este alelo son una buena herramienta para seleccionar variedades de alto color amarillo en

trigo candeal.
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Reimer & Pozniak (comunicacion personal) mapearon un QTL para pigmento amarillo en
el cromosoma 2A en una poblacion de haploides duplicados de trigo candeal derivada del
cruzamiento W9262-260D3 / Kofa. Por otra parte, han sido mapeados clones BAC que
contenian genes hipotéticos de Zds para el grupo 2 de cromosomas Cenci et a., (2004). En
este contexto, podemos sugerir que los genes 7tZds-A identificados en esta tesis podrian
corresponder como genes candidatos para el QTL ubicado en el cromosoma 2A asociado

con pigmento amarillo.
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5. CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS.
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v El analisis de la varianza de las variables estudiadas en esta tesis para ambientes

individuales permiti6 detectar los siguientes efectos:

— En términos de las estimaciones de pardmetros de covarianza, la mayor
proporcion de la varianza en relacion (CPC y CIE b*) fue debida al factor
genotipo, seguido del factor ambiente y por el componente de la interaccion

GxA, aunque en una menor magnitud.

— La mayor parte de la variacion en el brillo (CIE L*) fue explicada por el
factor ambiental, seguido por el componente genotipico, que tuvo una igual

contribucion que el factor GXA en relacion con la variacion total.

— El factor genotipo explicé la mayor parte de la variacion en el rojo (CIE a*),

seguido por el componente GXA y, en menor medida, por el factor ambiental.

— La mayor parte de la variacion del PMG fue debida al genotipo, seguida por

el componente de interaccion GxA, teniendo el ambiente importancia menor.

— En el caso del PH, la mayor parte de la variacion fue explicada por el factor
genotipo, seguido por el componente de interaccion GxA y por el factor

ambiente, en similar magnitud.

— En cuanto al PGP al rendimiento, la mayor parte de la variacion fue
explicada por el ambiente, con una contribucion limitada del componente de

interaccion GXA y el factor genotipo.

v Teniendo en cuenta la elevada proporcion relativa de la variacion total
proporcionada por el factor genotipico, no es sorprendente encontrar valores altos
de heredabilidad (h2 = 84,5%, 92,8% y 85,5%) para los caracteres CPC, CIEb*,
CIEa* respectivamente. Los caracteres CIEL*, PMG y PH obtuvieron valores de
heredabilidad medios y altos (h2 = 59,1%, 76,5% y 85,54% respectivamente). Por
otro lado, el caracter de rendimiento, PGP, obtuvo un valor bajo de heredabilidad
(h* =3,19%).
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v" Los resultados obtenidos con la metodologia REML/BLUP para los caracteres de
calidad relacionados con el color del grano como el contenido de pigmentos
carotenoides (CPC) y color amarillo (CIEb*) evaluados en 133 genotipos indicaron
que los materiales de trigo candeal Amarillo (53), CBW 05082 (133), Buck Topacio
(2), Durobonus (110), Vivadur (120), Joyau (111), Exeldur (123), CBW 0105 (33),
CBW 0225 (40), VF 0163 (23) y Argeles (124) fueron las variedades que
mantuvieron el comportamiento de genotipos superiores para las localidades de
Pieres, Cabildo y Barrow. En relacion a los caracteres de PMG y PH las variedades
que se comportaron similarmente en los tres ambientes fueron ACA 1801F (32),
Candeal Durumbuck (81), Buck Esmeralda (3), Taganrog Sel. BUCK (90),
Portorico (126), Catervo (45), Buck Cristal (4), CBW 0156 (56), CBW 0230 (41),
CBW 0225(40), Tiziannia (122), Garic (118), Buck Granate (B#26) (64) y CBW
0153 (37). Por consiguiente, se considera que estas variedades son genotipos
superiores y estas observaciones demuestran la posibilidad de encontrar dentro de

estos materiales alelos favorables para estos caracteres.

v" Los marcadores AFLP utilizados en esta tesis produjeron 116 bandas polimérficas
que permitieron establecer que existe estructura poblacional en la coleccion de

germoplasma, donde el nimero de subgrupos identificados fueron seis.

v" Las 116 bandas polimorficas y los relativos buenos valores de los atributos de los
marcadores estudiados en el presente estudio sugieren que los AFLPs son
marcadores que permiten discriminar, clasificar y hacer analisis de variabilidad

genética en trigo candeal.

v" Las combinaciones de marcadores de AFLP que resultaron ser mas informativas

para diferenciar genotipos de trigo candeal fueron P41M31, P41M39 y P40M43.

v' La extension del desequilibrio de ligamiento en trigo candeal cultivado alcanza
distancias comparables a las encontradas en otras especies autdgamas segun la
bibliografia. De acuerdo a ello, la densidad de marcadores necesarios para un

estudio de genome-wide association seria mucho menor que lo informado para otras
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especies (entre 30.000 y 40.000 SNPs). Sin embargo, este valor debera ajustarse de
acuerdo a la presencia de regiones gendmicas con un desequilibrio de ligamiento de

menor alcance.

v Los niveles de polimorfismo y variabilidad nucleotidica encontrados en el conjunto
de genotipos de trigo candeal, representativos de los materiales del cultivo en
Argentina y de otros origenes, fueron moderados como consecuencia de la fuerte
presion de seleccion a la que fueron sometidos. Sin embargo, existe aun un 35,8%
de variabilidad genética que puede ser explotada por los fitomejoradores y

biotecndlogos segun sea el interés.

v Las correlaciones de las frecuencias alélicas (r*) se estimaron utilizando 116 bandas
polimorficas de marcadores AFLP y 118 genotipos de trigo candeal. Se obtuvo un
total de 6612 combinaciones por locus de a pares. Cuarenta y dos (0,635%) de las
6612 combinaciones resultaron estar en desequilibrio de ligamiento con una alta
significancia (P<0,0001). El promedio de los valores de r* fue de 0,237. Se

conformaron seis posibles bloques en DL, de ubicacion desconocida.

v Las técnicas de genotipado a mediana escala optimizadas en este trabajo de tesis
(con AFLPs) resultaron eficientes, simples y versatiles para: (1) aumentar la
cantidad de individuos para en los estudios de mapeo por asociacion y (2)
incorporar posibles marcadores funcionales al mapa genético trigo candeal

cultivado.

v Este estudio encontr6 asociaciones significativas marcador/caracter para la mayoria
de las variables de calidad y rendimiento analizadas y demostré que es posible
establecer estudios de genética de asociacion en trigo candeal para dilucidar los
componentes genéticos involucrados en caracteres complejos relacionados con

calidad y rendimiento.

v" Aunque los AFLP son de posicion anonima, permiten establecer asociaciones
significativas entre marcadores y caracteres de calidad y rendimiento. Los

marcadores que explicaron mayores porcentajes de la variacidn en un caracter
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fueron, P41M39 715 para el peso de los granos, P41M39 747 para el CIE a*,
P41M43 390 para el rendimiento, P41M31 767 para el contenido de pigmentos
carotenoides y el CIE b* y el marcador P41M43 367 para el CIE b*. Otros

marcadores se encontraron asociados a caracteres en algunas localidades.

Aunque no se logro determinar el nivel de DL debido a que los AFLPs son
andnimos, esta tesis fue util para identificar regiones candidatas que pueden ser

objetivo de nuevos experimentos en mapeo asociativo.

La variabilidad alélica del gen Zds descripta para el trigo pan es consistente con la
variabilidad del gen Zds encontrada en esta tesis en trigo candeal. Sin embargo en la
region analizada se encontraron nuevos polimorfismos para el genoma A de trigo

candeal.

Los polimorfismos identificados en el gen Zds y su relacion con el CPC y el color
amarillo convierten al gen Zds en un gen candidato para hacer mapeo asociativo y
también para ser utilizado en programas de mejoramiento del cultivo de trigo

candeal.

El andlisis de las secuencias nucleotidicas y también el patron de bandeo en los
geles de acrilamida revelaron la presencia de dos copias del gen Zds en el genoma A
que se designaron como: 7tZds-Al.a,y TtZds-A1.2, y la variante alélica del genoma
A denominada 7tZds-A1.b, la cual se encontrd asociada a variedades con valores

altos de CPC y CIE b *.

La identificacion del alelo 7tZds-A1.b asociado con alto color amarillo permitio
establecer que el marcador desarrollado en trigo pan por Dong et al.,(2012) puede
ser utilizado en trigo candeal por los mejoradores para la obtencidon de lineas con

alto color amarillo y alto contenido de pigmentos carotenoides.

El polimorfismo identificado en trigo candeal en la copia del gen nomenclada
TtZds-A1.2 y TtZds-Al con la insercion AGGAAGGCGTGG y deleccion en el

alelo asociado a alto color TtZds-A1.b, estan siendo utilizados en la obtencion de un
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marcador molecular que podria ser transferido y utilizado en los programas de
mejoramiento de trigo candeal para la obtencion de lineas con alto color amarillo y
alto contenido de pigmentos carotenoides.

Este trabajo de tesis constituye el primer antecedente de aplicacién de mapeo por
asociacion en trigo candeal en la Argentina. Si bien el resultado aqui presentado
debera ser validado, es realmente promisoria la aplicacion de este nuevo enfoque
para la diseccion de factores genéticos involucrados en caracteres agronémicos de

importancia en candeal.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Medias de minimos cuadrados (LSMEAN) calculadas para
variedades de trigo candeal, en los ambientes Pieres (PI), Cabildo (Ca) y Barrow (Ba).

Tablas suplementarias

las variables CPC, CIE b*, CIE L*, CIE a*, PMG, PH y PGP de 133

cPC cPC cPC Fb* Fb* Fb* PMG PMG PMH Ph Ph Ph PP PP PP FL* FL* FL* FA* FA* 7

Variedad Orden MA LSNFI:AN Lsn;iAN LSh;EAN LSNFI:AN Lsn;iAN LSh;EAN LSNFI:AN Lsn;iAN LSh;EAN LSNFI:AN Lsn;iAN LSh;EAN LSMEANPI | LsMEAN CA | LoMEAN BA LSI\'A:AN LSI:AEAN LSI:AEAN LSI\'A:AN LSI:AEAN LSI:
Buck Platino AM1 | 5,00 | 6,39 | 4,77 | 13,65 | 15,28 | 13,48 | 49,71 | 35,84 | 52,33 | 79,32 | 79,08 | 78,89 | 5255,43 | 777,79 | 3479,92 | 83,43 | 83,52 | 81,21 | -0,45 | -0,37 | 0O,
Buck Topacio AM2 | 7,09 | 6,77 | 6,26 | 15,34 | 15,77 | 14,46 | 42,15 | 45,07 | 45,38 | 78,56 | 79,72 | 76,08 | 4835,69 | 995,71 | 3417,41 | 83,31 | 83,03 | 81,72 | -0,56 | -0,25 | -0,
Buck Esmeralda AM3 | 411 | 4,87 | 4,44 | 12,86 | 14,21 | 13,14 | 53,62 | 47,52 | 54,72 | 82,46 | 82,35 | 79,61 | 5443,23 | 815,04 | 3133,99 | 84,29 | 83,65 | 82,06 | -0,62 | -0,35 | -0,
Buck Cristal AM4 | 3,94 | 491 | 4,10 | 12,08 | 13,51 | 12,23 | 55,563 | 45,91 | 48,45 | 80,34 | 80,91 | 78,87 | 3923,77 | 674,51 | 3891,85 | 83,58 | 82,76 | 80,87 | -0,24 | 0,21 | 0.
Buck Ambar AMS5 | 4,69 | 4,89 | 4,77 | 13,34 | 14,15 | 12,98 | 55,81 | 42,83 | 46,17 | 78,24 | 79,19 | 77,58 | 5429,88 | 866,71 | 3712,72 | 83,60 | 84,08 | 82,66 | -0,42 | -0,23 | -0,
BonINTA Facon AM6 | 4,73 | 6,83 | 6,02 | 14,19 | 15,71 | 14,67 | 48,65 | 41,17 | 43,96 | 80,70 | 78,25 | 77,75 | 5314,79 | 791,05 | 3706,24 | 83,51 | 82,74 | 82,66 | -0,67 | -0,27 | -0,
BonINTA Carilo AM7 | 4,89 | 7,06 | 5,14 | 14,21 | 16,11 | 14,11 | 53,89 | 42,28 | 50,93 | 78,61 | 76,89 | 73,57 | 6811,53 | 1034,87 | 3641,38 | 83,46 | 82,89 | 81,81 | -0,61 | -0,15 | -0,
BonINTA Cumenay AM8 | 4,11 | 4,46 | 4,47 | 12,30 | 12,50 | 12,45 | 49,85 | 47,99 | 45,06 | 76,83 | 77,90 | 75,98 | 4002,94 | 852,43 | 3850,53 | 83,00 | 83,09 | 80,95 | -0,01 | 0,31 | O,
Ciccio AM9 | 4,48 | 4,67 | 4,66 | 13,03 | 13,18 | 13,07 | 45,54 | 43,83 | 48,30 | 75,17 | 78,36 | 75,38 | 3650,91 | 752,21 | 3045,50 | 82,20 | 83,38 | 81,79 | 0,02 | -0,03 | -0,
Adamello AM10 | 4,46 | 6,24 | 4,84 | 13,20 | 15,17 | 13,04 | 43,62 | 45,33 | 47,74 | 70,85 | 73,87 | 70,40 | 4477,03 | 902,48 | 4276,98 | 82,76 | 81,13 | 80,93 | -0,21 | 0,55 | 0.:
CERZOS-1 AM11 | 4,11 | 4,75 | 4,40 | 12,23 | 13,58 | 12,56 | 50,02 | 42,01 | 51,40 | 76,69 | 75,97 | 77,41 | 5199,38 | 1040,50 | 3334,29 | 83,37 | 82,33 | 81,81 | -0,24 | 0,22 | 0.:
Duilio AM12 | 4,01 | 4,59 | 4,19 | 12,06 | 12,62 | 12,25 | 47,66 | 41,46 | 45,53 | 76,47 | 76,75 | 73,77 | 4209,08 | 851,40 | 2754,20 | 83,37 | 83,20 | 81,80 | -0,21 | -0,04 | 0,:
Simeto AM13 | 4,45 | 5,02 | 4,70 | 13,18 | 13,33 | 12,82 | 45,33 | 47,15 | 51,48 | 71,31 | 74,48 | 72,84 | 3746,47 | 878,46 | 3551,38 | 81,95 | 82,99 | 81,71 | 0,00 | -0,01 | O,
65-1AT2 AM14 | 4,87 | 4,62 | 4,39 | 13,08 | 13,44 | 13,43 | 44,20 | 40,42 | 51,89 | 77,26 | 77,63 | 76,10 | 5440,94 | 728,03 | 4789,53 | 83,06 | 83,50 | 82,08 | -0,20 | -0,23 | -0,
66-1AT2 AM15 | 4,67 | 5,13 | 4,38 | 12,79 | 13,46 | 12,62 | 38,01 | 43,76 | 52,34 | 75,09 | 79,07 | 78,37 | 5312,68 | 1015,97 | 3236,81 | 82,23 | 83,75 | 82,50 | -0,12 | -0,17 | O,(
69-1AT2 AM16 | 4,70 | 5,43 | 4,71 | 12,94 | 14,75 | 12,70 | 39,69 | 42,29 | 48,18 | 78,91 | 79,40 | 76,69 | 4590,27 | 951,33 | 3495,69 | 83,22 | 82,14 | 81,67 | -0,24 | 0,14 | -0,
71-1AT2 AM17 | 4,16 | 5,50 | 4,29 | 13,12 | 14,31 | 12,38 | 35,70 | 41,00 | 51,39 | 73,00 | 76,77 | 76,56 | 4018,43 | 851,52 | 4054,07 | 83,45 | 82,48 | 83,20 | -0,24 | 0,16 | -0,
73-1AT2 AM18 | 3,73 | 4,99 | 3,36 | 12,20 | 13,98 | 12,04 | 38,28 | 41,83 | 50,25 | 76,72 | 78,67 | 76,74 | 5194,41 | 1037,47 | 3844,38 | 82,67 | 82,10 | 81,94 | 0,15 | 0,56 | O,
80-IAT2 AM19 | 3,82 | 4,63 | 4,36 | 12,29 | 12,75 | 12,74 | 47,62 | 42,76 | 48,02 | 77,72 | 77,67 | 77,60 | 4542,89 | 760,60 | 3096,35 | 83,46 | 83,87 | 82,08 | -0,22 | -0,26 | -0,

VF 0154 AM20 | 4,62 | 5,90 | 4,90 | 13,28 | 14,86 | 13,16 | 43,03 | 40,07 | 44,93 | 77,28 | 79,04 | 77,40 | 5129,02 | 808,27 | 3714,36 | 83,97 | 83,70 | 83,47 | -0,47 | -0,38 | -0,
VF 042 AM21 | 4,23 | 4,83 | 4,48 | 12,62 | 13,62 | 12,56 | 52,64 | 48,40 | 49,31 | 79,53 | 80,05 | 77,89 | 4391,42 | 733,51 | 2612,85 | 83,30 | 82,85 | 81,12 | -0,23 | 0,17 | O,f

VF 0113 AM22 | 4,51 | 6,91 | 6,35 | 13,95 | 15,85 | 14,62 | 48,25 | 50,03 | 46,89 | 77,12 | 78,79 | 75,47 | 4728,52 | 875,16 | 3634,96 | 83,61 | 83,30 | 81,29 | -0,50 | -0,41 | 0,

VF 0163 AM23 | 4,98 | 7,11 | 4,83 | 14,91 | 16,20 | 14,39 | 43,01 | 43,53 | 50,42 | 75,24 | 76,31 | 74,77 | 4588,98 | 998,33 | 4014,60 | 83,25 | 82,99 | 81,97 | -0,58 | -0,12 | -0,
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Tablas suplementarias

VF 003 AM24 | 4,17 | 4,94 | 4,37 | 12,32 | 13,33 | 12,06 | 45,38 | 43,66 | 53,64 | 74,16 | 74,67 | 75,15 | 5194,50 | 996,33 | 3301,39 | 82,55 | 82,43 | 81,75 | 0,07 | 0,14 | O.:
VF 0121 AM25 | 4,07 | 5,02 | 4,99 | 12,41 13,96 | 13,21 | 38,45 | 37,30 | 43,40 | 74,34 | 72,93 | 72,97 | 4454,25 | 603,76 | 3054,47 | 83,10 | 82,10 | 80,11 | 0,12 | 0,57 | 0t
VF 0167 AM26 | 4,62 | 6,94 | 518 | 14,13 | 15,90 | 14,16 | 45,85 | 45,97 | 49,60 | 75,73 | 77,86 | 76,50 | 5237,98 | 1029,25 | 2780,75 | 83,63 | 83,36 | 81,19 | -0,40 | -0,41 | 0,
VF 0136 AM27 | 4,66 | 518 | 4,81 | 13,66 | 14,43 | 13,73 | 38,43 | 41,23 | 47,64 | 74,20 | 77,40 | 74,77 | 4475,11 | 837,48 | 3725,75 | 83,26 | 83,33 | 83,01 | -0,20 | -0,23 | -0,
VF 0137 AM28 | 4,37 | 4,92 | 4,86 | 12,97 | 14,15 | 13,32 | 42,46 | 39,19 | 42,51 | 79,20 | 79,54 | 78,14 | 4486,78 | 837,82 | 4296,57 | 84,16 | 83,10 | 82,68 | -0,42 | -0,03 | -0,
B#24 AM29 | 3,72 | 4,80 | 4,44 | 11,98 | 13,89 | 12,38 | 48,44 | 38,57 | 48,79 | 80,82 | 75,70 | 77,63 | 6513,31 | 761,65 | 3803,69 | 83,34 | 83,07 | 82,33 | -0,11 | -0,02 | O,(
B#25 AM30 | 4,37 | 4,67 | 4,56 | 12,57 | 12,72 | 12,58 | 53,67 | 46,97 | 48,03 | 78,08 | 78,07 | 77,55 | 3377,08 | 793,20 |4351,40 | 83,13 | 83,53 | 81,42 | -0,02 | -0,11 | 0,(
B#27 AM31 | 4,36 | 5,77 | 4,90 | 13,10 | 14,91 | 13,09 | 55,66 | 47,16 | 51,14 | 80,69 | 80,81 | 75,45 | 5105,06 | 965,48 | 4112,66 | 84,21 | 82,92 | 81,87 | -0,51 | 0,11 | O,(
ACA 1801F AM32 | 4,18 | 5,20 | 4,63 | 12,42 | 14,20 | 12,86 | 54,15 | 51,05 | 61,07 | 79,67 | 81,31 | 77,82 | 4488,44 | 755,93 | 3382,68 | 83,98 | 82,91 | 81,68 | -0,25 | 0,16 | O,(
CBW 0105 AM33 | 4,86 | 7,18 | 6,90 | 14,51 | 16,05 | 14,95 | 36,49 | 31,87 | 32,14 | 79,41 | 79,48 | 78,50 | 5267,66 | 863,40 | 3250,19 | 83,21 | 83,43 | 80,98 | -0,58 | -0,38 | -0,
CBW 0112 AM34 | 4,85 | 548 | 5,01 | 13,92 | 14,68 | 13,89 | 47,57 | 43,44 | 48,53 | 77,84 | 76,55 | 77,60 | 4835,98 | 1057,66 | 3526,58 | 83,05 | 83,25 | 81,02 | -0,36 | 0,15 | 0,
CBW 0120 AM35 | 4,93 | 550 | 4,95 | 14,25 | 14,64 | 13,34 | 45,28 | 43,17 | 47,22 | 75,34 | 76,83 | 75,95 | 4581,27 | 1038,05 | 3131,01 | 82,34 | 82,31 | 80,53 | 0,03 | 0,67 | O,:
CBW 0141 AM36 | 4,28 | 518 | 4,42 | 12,64 | 13,83 | 12,65 | 48,74 | 43,85 | 45,45 | 79,54 | 74,97 | 74,80 | 4087,91 | 699,27 | 3684,78 | 83,69 | 83,34 | 81,79 | -0,23 | -0,06 | O,(
CBW 0153 AM37 | 4,44 | 515 | 4,54 | 12,89 | 14,35 | 13,22 | 48,69 | 47,23 | 51,92 | 79,87 | 80,02 | 78,65 | 4379,44 | 987,63 | 2855,88 | 84,23 | 83,99 | 82,01 | -0,42 | 0,03 | O.:
CBW 0200 AM38 | 4,97 | 5,86 | 4,92 | 14,35 | 15,03 | 13,91 | 48,65 | 48,20 | 49,59 | 78,29 | 78,80 | 78,87 | 4568,17 | 1009,32 | 3487,47 | 82,48 | 82,46 | 81,22 | -0,28 | 0,05 | 0,
CBW 0210 4,13 | 4,69 | 4,74 | 12,24 | 13,31 | 13,01 | 50,40 | 41,09 | 49,76 | 80,67 | 80,84 | 75,18 | 4832,25 | 760,91 | 3654,30 | 83,33 | 82,83 | 81,25 | -0,09 | 0,06 | O,(
CBW 0225 AM40 | 4,80 | 7,19 | 6,72 | 14,14 | 16,25 | 14,58 | 50,70 | 41,45 | 39,28 | 80,43 | 81,69 | 76,86 | 5152,62 | 778,66 | 4273,98 | 82,89 | 82,23 | 81,36 | -0,49 | -0,17 | -0,
CBW 0230 AM41 | 4,58 | 7,06 | 6,25 | 13,91 | 16,03 | 13,90 | 48,39 | 42,33 | 44,60 | 81,28 | 80,77 | 76,96 | 4956,90 | 835,40 | 2591,50 | 83,50 | 82,84 | 81,88 | -0,43 | -0,03 | -0,
Cannizzo AM42 | 3,92 | 5,07 | 4,47 | 12,49 | 13,49 | 12,42 | 47,04 | 45,05 | 46,82 | 68,04 | 73,80 | 71,71 | 3959,56 | 770,38 | 3414,06 | 81,83 | 81,12 | 80,11 | 0,28 | 0,63 | 0,
Concadoro AMA43 | 4,16 | 4,56 | 4,11 | 12,47 | 12,72 | 12,23 | 44,63 | 48,38 | 48,60 | 70,69 | 74,04 | 72,11 | 4438,48 | 896,93 | 3523,20 | 81,66 | 83,12 | 80,14 | 0,22 | 0,08 | 0,
Italo AM44 | 4,65 | 4,70 | 4,88 | 13,36 | 13,67 | 13,66 | 48,45 | 40,16 | 48,82 | 79,53 | 79,89 | 74,74 | 5464,94 | 498,43 | 3917,38 | 83,18 | 82,52 | 81,60 | -0,25 | -0,18 | -0,
Catervo AM45 | 4,63 | 5,60 | 4,84 | 14,07 | 14,66 | 13,57 | 52,36 | 54,40 | 52,14 | 73,89 | 75,31 | 73,29 | 3643,46 | 1045,69 | 2467,86 | 82,95 | 82,77 | 81,92 | -0,11 | -0,21 | -0,
Cantico AM46 | 4,62 | 4,72 | 4,90 | 13,50 | 13,57 | 12,91 | 38,61 | 43,97 | 49,97 | 77,11 | 79,57 | 77,66 | 5153,00 | 780,43 | 3844,29 | 82,12 | 83,66 | 82,17 | 0,00 | -0,26 | -0,
Core AM47 | 4,61 | 4,80 | 4,52 | 13,40 | 13,40 | 12,42 | 46,63 | 47,63 | 53,78 | 75,34 | 77,45 | 75,50 | 5114,61 | 795,08 | 3195,35 | 82,82 | 83,98 | 82,56 | 0,04 | -0,51 | -0,

Ci 1936 AM48 | 3,44 | 4,04 | 2,56 | 11,89 | 11,27 | 11,14 | 51,89 | 44,33 | 57,47 | 78,34 | 77,53 | 72,91 | 4778,38 | 587,00 | 3660,84 | 82,86 | 83,04 | 82,24 | 0,14 | 0,02 | 0,
Co 1937 AM49 | 4,45 | 4,82 | 4,81 | 13,52 | 13,44 | 12,98 | 45,46 | 48,50 | 49,27 | 76,41 | 79,39 | 77,03 | 4566,49 | 819,04 | 3642,12 | 82,20 | 83,45 | 81,22 | -0,08 | -0,21 | -0,
CBW 0001 AMS50 | 4,52 | 4,91 | 491 | 13,31 13,23 | 12,78 | 48,66 | 46,51 | 44,67 | 75,19 | 76,45 | 75,26 | 4626,71 | 868,54 | 3589,87 | 82,68 | 83,41 | 81,54 | -0,11 | -0,08 | 0,

171
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CBW 0002 AMS51 | 4,74 | 5,75 | 4,64 | 14,12 | 14,74 | 13,85 | 35,50 | 39,19 | 41,23 | 76,46 | 78,42 | 77,40 | 4676,75 | 926,01 | 2962,50 | 82,80 | 83,47 | 82,00 | -0,11 | -0,14 | 0!
CBW 0004 AMS52 | 4,77 | 5,01 | 4,82 | 13,87 | 14,14 | 13,40 | 36,96 | 41,53 | 43,50 | 76,94 | 78,27 | 76,34 | 4380,73 | 845,81 | 3512,97 | 82,61 | 84,06 | 82,10 | -0,08 | -0,20 | -0,
Amarillo AMS3 | 5,62 | 9,62 | 8,03 | 16,15 | 18,60 | 16,45 | 54,69 | 42,50 | 52,563 | 77,71 | 77,43 | 74,27 | 6102,45 | 849,52 | 3523,03 | 83,11 | 82,66 | 81,23 | -0,77 | -0,49 | -0,
CBW 0101 AM54 | 511 | 5,76 | 4,73 | 14,79 | 14,90 | 13,86 | 37,53 | 41,96 | 41,00 | 77,87 | 79,72 | 79,54 | 5557,44 | 1016,73 | 2368,80 | 82,59 | 82,93 | 80,76 | -0,29 | 0,14 | O,:
CBW 0111 AM55 | 4,64 | 4,80 | 4,65 | 13,68 | 13,84 | 12,91 | 49,00 | 49,72 | 54,82 | 75,21 | 77,11 | 74,91 | 5708,19 | 1220,01 | 3386,61 | 81,81 | 84,00 | 81,19 | -0,30 | -0,05 | O,
CBW 0156 AM56 | 4,86 | 5,65 | 4,72 | 13,60 | 14,82 | 13,48 | 52,72 | 48,11 | 57,22 | 79,21 | 79,71 | 76,56 | 5516,93 | 896,62 | 3738,47 | 83,44 | 83,62 | 81,53 | -0,43 | -0,43 | -0,
Arbois AM57 | 4,61 | 4,95 | 5,03 | 13,28 | 14,08 | 13,44 | 40,32 | 41,23 | 44,38 | 74,87 | 73,52 | 72,21 | 5296,72 | 1106,81 | 3072,59 | 81,62 | 83,29 | 80,43 | 0,20 | -0,02 | 0,:
Alcalou AMS8 | 4,71 | 4,87 | 4,50 | 13,39 | 14,05 | 13,81 | 50,67 | 47,94 | 56,02 | 76,30 | 77,20 | 77,09 | 6058,11 | 961,88 | 3194,90 | 82,72 | 83,17 | 81,21 | -0,11 | -0,22 | -0,
Arcodur AMS59 | 4,91 | 554 | 584 | 14,31 | 14,68 | 14,10 | 48,90 | 46,40 | 48,21 | 77,72 | 79,72 | 79,31 | 5148,88 | 1140,70 | 3496,49 | 83,02 | 84,54 | 81,82 | -0,48 | -0,63 | -0,
Fortore AMG60 | 4,95 | 4,70 | 4,54 | 12,89 | 13,88 | 13,43 | 50,77 | 49,71 | 51,15 | 75,18 | 77,06 | 70,77 | 4538,41 | 934,51 | 3667,70 | 82,65 | 83,25 | 81,92 | -0,06 | 0,09 | 0,
Ardente AM61 | 4,06 | 5,14 | 4,88 | 13,20 | 14,42 | 12,87 | 53,69 | 45,92 | 50,60 | 76,95 | 78,59 | 73,55 | 5686,98 | 1008,46 | 3420,68 | 82,70 | 82,98 | 81,83 | -0,09 | 0,26 )
Appullo AMG62 | 4,25 | 4,78 | 4,83 | 13,32 | 13,23 | 12,67 | 42,06 | 41,62 | 46,85 | 77,46 | 78,45 | 74,44 | 4301,27 | 644,55 | 3638,01 | 81,10 | 82,39 | 80,40 | 0,27 | 0,22 .

Ixos AM63 | 4,78 | 4,98 | 4,08 | 13,77 | 13,75 | 12,60 | 44,36 | 45,80 | 48,70 | 74,17 | 75,22 | 72,58 | 4955,69 | 1109,91 | 3181,61 | 82,94 | 83,93 | 81,84 | 0,27 | 0,27 | 0/

Buck Granate (B#26) AM64 | 5,16 | 6,08 | 4,89 | 14,71 | 14,91 | 13,89 | 63,17 | 47,18 | 45,84 | 80,20 | 79,52 | 79,17 | 4928,71 | 839,54 | 3992,37 | 83,60 | 83,48 | 82,19 | -0,39 | -0,18 | -0,
ACA 1901F AM65 | 4,18 | 4,69 | 4,67 | 12,62 | 13,82 | 12,26 | 44,85 | 45,27 | 53,58 | 76,85 | 78,77 | 77,75 | 4277,48 | 653,55 | 3063,75 | 83,66 | 82,83 | 82,09 | -0,10 | -0,07 | O,(
Kofa AMG66 | 4,76 | 6,14 | 6,96 | 14,50 | 15,15 | 14,71 | 39,94 | 43,37 | 46,68 | 74,79 | 77,44 | 74,92 | 3833,62 | 857,46 |4042,26 | 83,33 | 83,30 | 82,07 | -0,28 | -0,57 | -0,
uUC1113 AM67 | 4,67 | 550 | 4,93 | 13,87 | 13,79 | 13,09 | 41,85 | 45,14 | 48,87 | 75,66 | 79,40 | 77,82 | 3743,07 | 722,19 | 3335,69 | 83,27 | 83,80 | 82,08 | 0,07 | -0,38 | -0,
Creso AM68 | 2,97 | 4,17 | 2,53 | 11,89 | 11,94 | 11,60 | 52,86 | 49,50 | 49,95 | 80,03 | 78,76 | 78,83 | 5172,88 | 957,51 | 3449,82 | 83,26 | 83,15 | 81,83 | 0,30 | 0,41 | O,
Gabbiano AMG69 | 4,25 | 4,91 | 4,30 | 12,95 | 13,47 | 12,37 | 41,09 | 40,12 | 48,88 | 77,12 | 77,66 | 70,99 | 4590,21 | 801,12 | 3614,05 | 83,20 | 83,40 | 81,08 | 0,04 | 0,08 | -0,
Granato AM70 | 4,32 | 5,00 | 4,86 | 13,06 | 13,26 | 12,66 | 44,92 | 45,37 | 45,21 | 78,16 | 78,38 | 78,44 | 4736,72 | 1336,31 | 3863,69 | 82,83 | 82,69 | 81,07 | 0,31 | 0,48 | 0,
Capeiti AM71 | 4,42 | 4,90 | 4,27 | 13,12 | 13,00 | 12,33 | 46,40 | 41,97 | 47,68 | 77,41 | 77,33 | 74,67 | 4812,51 | 731,10 | 3706,42 | 81,24 | 83,36 | 81,49 | 0,54 | 0,08 | O,
Gherardo 575 AM72 | 4,35 | 4,76 | 4,77 | 13,72 | 13,41 | 13,11 | 40,88 | 44,93 | 47,03 | 72,70 | 76,83 | 73,60 | 3566,54 | 864,38 |2523,99 | 81,67 | 83,62 | 81,78 | 0,44 | 0,09 | O/
Gherardo 610 AM73 | 4,84 | 5,07 | 4,57 | 13,93 | 14,27 | 13,17 | 56,33 | 47,22 | 51,66 | 78,48 | 77,81 | 76,21 | 3704,77 | 789,64 |4001,38 | 82,09 | 82,54 | 81,27 | 0,31 | 0,50 | 0,
Gherardo 645 AM74 | 3,95 | 5,08 | 4,30 | 13,04 | 13,79 | 12,04 | 49,26 | 49,71 | 52,09 | 76,20 | 77,14 | 74,48 | 4088,18 | 958,27 | 2471,91 | 82,07 | 82,60 | 81,62 | 0,38 | 0,48 | O,
Bonaerense Valverde AM75 | 544 | 5,29 | 4,59 | 14,88 | 14,41 | 13,17 | 45,41 | 48,78 | 51,11 | 78,42 | 77,84 | 76,44 | 4282,33 | 977,27 |4384,02 | 82,01 | 83,21 | 82,45 | -0,01 | -0,05 | O,(
Bonaerense Quilaco AM76 | 4,30 | 4,89 | 4,50 | 13,73 | 13,35 | 12,49 | 46,94 | 51,05 | 49,55 | 79,92 | 80,12 | 78,04 | 4625,94 | 833,13 | 3959,50 | 82,55 | 83,14 | 81,65 | 0,03 | 0,15 | O.:
BF 1776 AM77 | 4,12 | 4,92 | 4,39 | 13,26 | 13,87 | 13,12 | 51,70 | 50,48 | 48,65 | 75,13 | 76,56 | 73,62 | 3773,88 | 875,50 | 3649,94 | 82,18 | 83,34 | 81,48 | 0,21 | -0,08 | 0,:
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Etit 38 AM78 | 4,82 | 5,33 | 5,23 | 14,00 | 14,59 | 13,68 | 46,45 | 41,72 | 47,70 | 78,08 | 78,17 | 76,24 | 4463,32 | 617,66 |3573,41 | 80,76 | 82,35 | 79,93 | 0,32 | -0,01 | O.:
Balcarceno INTA AM79 | 4,92 | 5,01 | 4,57 | 13,72 | 14,18 | 12,90 | 49,05 | 48,64 | 51,72 | 75,89 | 74,53 | 74,85 | 5375,97 | 806,06 |3493,18 | 81,04 | 82,42 | 81,83 | 0,19 | 0,30 | O,
Buck Mechongue AM80 | 4,26 | 4,70 | 4,50 | 13,18 | 12,86 | 12,32 | 52,18 | 49,28 | 46,25 | 76,51 | 77,14 | 76,83 | 3788,52 | 703,97 | 4210,86 | 81,91 | 83,37 | 81,43 | 0,32 | 0,22 | 0,

Candeal Durumbuck AM81 | 4,14 | 5,20 | 4,80 | 13,18 | 14,50 | 12,85 | 56,10 | 52,91 | 46,89 | 80,38 | 80,67 | 79,40 | 4125,12 | 1014,76 | 3888,33 | 82,28 | 82,76 | 81,99 | 0,27 | 0,24 | O,(
GAB 125 (aristas blancas) | AM82 | 4,64 | 4,92 | 4,46 | 12,92 | 13,62 | 12,41 | 58,83 | 47,87 | 50,39 | 78,40 | 79,86 | 73,76 | 5158,88 | 826,00 | 3620,19 | 82,55 | 82,43 | 81,45 | 0,15 | 0,27 | 0,
GAB 125 (aristas negras) | AM83 | 4,36 | 4,54 | 4,62 | 12,78 | 12,73 | 12,51 | 53,45 | 45,27 | 48,94 | 79,31 | 79,70 | 74,74 | 4326,99 | 837,76 | 2961,41 | 82,17 | 83,51 | 81,65 | 0,29 | 0,04 | 0,

Gherardo 574 AM84 | 4,33 | 4,48 | 4,58 | 12,85 | 13,32 | 12,92 | 46,37 | 48,25 | 51,42 | 75,07 | 76,71 | 74,20 | 3738,23 | 830,54 | 3978,89 | 82,64 | 83,20 | 81,55 | 0,22 | 0,13 | 0!
Maristella AMS85 | 4,62 | 4,89 | 4,73 | 13,70 | 13,70 | 13,43 | 45,50 | 38,02 | 43,89 | 79,93 | 80,20 | 76,99 | 4785,77 | 843,71 | 4263,65| 81,23 | 83,44 | 80,76 | 0,49 | 0,03 | O/
Polesine AMS86 | 4,22 | 4,52 | 3,71 | 12,45 (12,84 | 11,80 | 43,15 | 37,95 | 40,94 | 79,13 | 79,74 | 72,78 | 5018,72 | 718,53 | 3224,08 | 81,84 | 81,60 | 78,28 | 0,57 | 0,88 | 1,
Recanati AM87 | 3,35 | 4,23 | 3,13 | 11,25 (12,02 | 11,29 | 39,54 | 38,89 | 41,62 | 77,90 | 77,69 | 74,04 | 5346,50 | 876,53 | 3672,09 | 81,46 | 83,21 | 79,95 | 0,79 | 0,67 | O,
Taganrog AM88 | 3,89 | 5,03 | 4,86 | 12,59 | 13,20 | 12,60 | 43,63 | 40,60 | 41,35 | 78,93 | 79,02 | 75,75 | 3888,77 | 1058,33 | 2766,19 | 82,13 | 83,41 | 82,64 | 0,50 | 0,26 | -0,
Taganrog Buck Balcarce | AM89 | 4,61 | 4,89 | 4,63 | 13,68 | 14,03 | 12,78 | 50,91 | 51,67 | 51,34 | 77,60 | 78,66 | 74,52 | 3198,23 | 1216,51 | 3430,17 | 82,80 | 83,32 | 82,13 | 0,06 | 0,23 | O,
Taganrog Sel. BUCK AMO0 | 4,70 | 5,14 | 4,36 | 13,82 | 14,15 | 12,32 | 51,63 | 50,52 | 55,43 | 79,25 | 80,33 | 78,70 | 4045,43 | 902,81 |2926,28 | 82,40 | 82,91 | 82,70 | 0,22 | 0,29 | 0,
Taganrog Vilela Fideos | AM91 | 4,47 | 4,51 | 4,61 | 13,25 | 13,51 | 12,99 | 53,34 | 47,44 | 49,12 | 77,82 | 78,83 | 76,21 | 3836,29 | 1007,53 | 2936,39 | 82,22 | 83,46 | 81,26 | 0,22 | 0,22 | 0,
Om Rabi 5 AM92 | 4,60 | 4,96 | 4,64 | 13,78 | 13,83 | 12,89 | 47,56 | 39,50 | 42,75 | 76,94 | 77,89 | 77,17 | 4867,17 | 592,81 | 3088,45| 81,88 | 82,98 | 80,31 | 0,25 | -0,10 | Ot

Bilik No2 AMO3 | 4,56 | 4,86 | 4,25 | 13,88 | 13,29 | 11,84 | 38,81 | 41,30 | 54,00 | 77,26 | 77,23 | 74,93 | 4589,44 | 869,03 | 2765,10 | 81,78 | 82,96 | 81,74 | 0,20 | 0,18 | O,
Marrout AM94 | 4,12 | 4,31 | 3,39 [ 12,70 | 11,94 | 11,40 | 43,53 | 47,23 | 53,00 | 78,55 | 78,00 | 75,41 | 4715,23 | 836,90 | 3697,35 | 81,95 | 84,23 | 81,81 | 0,34 | -0,28 | 0,
Gallareta AMO5 | 4,09 | 4,64 | 3,94 | 12,39 | 12,52 | 12,00 | 48,50 | 46,80 | 47,36 | 77,94 | 78,15 | 75,85 | 4981,79 | 628,23 | 4366,29 | 82,65 | 83,76 | 82,47 | 0,11 | -0,08 | O,(
Omguer 4 AMO6 | 3,81 | 4,45 | 4,44 | 12,41 | 12,67 | 12,72 | 45,72 | 42,17 | 47,30 | 75,96 | 78,66 | 76,04 | 4421,92 | 733,71 | 3010,05 | 82,57 | 83,29 | 81,44 | 0,12 | -0,04 | O,

Gan AM97 | 3,93 | 4,88 | 4,44 | 13,13 | 13,92 | 12,65 | 45,14 | 47,29 | 49,00 | 76,61 | 76,61 | 75,15 | 5201,21 | 1128,52 | 3069,05 | 81,84 | 81,91 | 80,93 | 0,27 | 0,29 | 0t

Cham 1 AMO8 | 4,46 | 4,71 | 4,47 | 13,05 | 13,19 | 12,69 | 43,95 | 42,65 | 46,09 | 75,78 | 78,79 | 78,99 | 5233,72 | 632,43 | 3150,88 | 81,64 | 83,84 | 82,44 | 0,20 | -0,14 | -0,
Korifla AMO9 | 4,66 | 4,82 | 4,74 | 13,71 | 13,14 | 13,14 | 44,55 | 49,11 | 52,11 | 74,28 | 76,95 | 74,69 | 4868,61 | 806,78 | 4031,50 | 81,96 | 83,28 | 81,72 | 0,14 | -0,33 | -0,

Focha AM100 | 4,58 | 4,09 | 3,02 | 13,42 | 11,90 | 11,24 | 42,81 | 43,41 | 50,30 | 76,75 | 78,26 | 76,79 | 3819,90 | 647,90 |2781,50 | 81,64 | 83,95 | 82,42 | 0,31 | 0,04 | O,

Bha AM101 | 4,67 | 5,88 | 5,13 | 13,85| 14,96 | 14,17 | 41,00 | 38,27 | 43,89 | 78,84 | 79,10 | 77,51 | 4747,93 | 719,01 | 4603,68 | 82,38 | 83,03 | 82,17 | -0,05 | -0,34 | -0,

Buck No6 AM102 | 4,48 | 4,91 | 4,47 | 14,22 | 13,29 | 12,50 | 43,15 | 49,04 | 48,00 | 75,73 | 78,35 | 75,03 | 4024,62 | 1029,16 | 3047,63 | 82,36 | 82,96 | 82,50 | -0,01 | 0,32 | -0,
Haurani AM103 | 4,45 | 5,40 | 4,96 | 13,73 | 14,38 | 13,66 | 43,89 | 38,07 | 40,76 | 74,64 | 76,31 | 74,09 | 3386,79 | 623,05 | 4011,44 | 81,32 | 82,49 | 80,44 | 0,37 | 0,26 | O,
Heider//Mt/Ho AM104 | 4,77 | 4,58 | 4,71 | 13,21 | 12,87 | 12,63 | 41,23 | 48,94 | 56,02 | 76,53 | 76,28 | 75,22 | 4951,38 | 935,81 | 3624,17 | 81,31 | 82,81 | 80,98 | 0,12 | 0,31 | O
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Om Rabi 6 AM105 | 4,62 | 6,40 | 592 | 14,03 | 15,37 | 14,45 | 40,49 | 41,23 | 38,70 | 77,04 | 76,76 | 75,67 | 4929,62 | 802,56 | 3516,68 | 81,44 | 84,05 | 81,42 | 0,26 | -0,68 | O,
Wadalmez-1 AM106 | 4,88 | 4,93 | 4,52 | 14,75 | 13,76 | 12,30 | 38,40 | 43,95 | 54,34 | 77,82 | 77,63 | 75,40 | 4507,03 | 910,48 | 3047,28 | 82,26 | 83,50 | 81,84 | -0,02 | -0,01 | O,
Om Rabi AM107 | 4,55 | 5,75 | 4,81 | 14,13 | 14,568 | 14,20 | 43,24 | 40,73 | 47,03 | 76,35 | 77,27 | 77,05 | 4984,97 | 710,62 | 3349,18 | 81,14 | 82,41 | 80,41 | 0,22 | -0,03 | O,
Om Rabi 3 AM108 | 4,79 | 5,57 | 4,57 | 14,23 | 14,77 | 13,49 | 42,62 | 39,30 | 40,15 | 77,50 | 78,39 | 77,94 | 4940,23 | 783,70 |3193,55 | 81,93 | 82,66 | 80,58 | 0,04 | 0,09 | O,
Dupri AM109 | 4,80 | 6,48 | 571 | 14,58 | 15,20 | 14,43 | 42,27 | 45,08 | 46,60 | 73,96 | 74,48 | 72,57 | 4674,03 | 996,67 |4139,88 | 81,67 | 83,30 | 81,87 | 0,07 | -0,21 | -0,
Durobonus AM110| 5,22 | 7,16 | 7,15 | 15,48 | 16,00 | 14,72 | 42,02 | 40,84 | 50,61 | 74,73 | 75,44 | 73,48 | 5070,31 | 831,05 | 3595,19 | 81,39 | 82,32 | 81,86 | -0,05 | -0,06 | O,
Joyau AM111 | 5,97 | 7,46 | 5,92 | 16,20 | 16,52 | 14,56 | 42,10 | 39,24 | 43,25 | 76,24 | 74,80 | 75,02 | 5195,54 | 1046,18 | 3360,51 | 81,87 | 83,41 | 81,60 | -0,27 | -0,51 | O,
Biensur AM112 | 5,17 | 6,49 | 4,74 | 15,85 | 15,19 | 13,95 | 42,73 | 44,55 | 48,88 | 74,07 | 76,02 | 74,51 | 4608,77 | 883,84 | 3305,08 | 81,85 | 83,66 | 79,69 | -0,23 | -0,47 | O,
Orlu AM113 | 5,19 | 5,82 | 5,17 | 15,41 | 15,22 | 13,48 | 39,57 | 43,23 | 44,49 | 72,99 | 73,45 | 73,78 | 4815,67 | 1055,52 | 2841,37 | 81,81 | 82,71 | 79,30 | -0,22 | 0,08 | 0O,
Karur AM114 | 5,01 | 6,04 | 5,66 | 15,18 | 14,93 | 14,27 | 44,89 | 37,98 | 47,36 | 78,73 | 78,35 | 77,99 | 4843,28 | 1070,92 | 3525,17 | 81,95 | 83,51 | 82,10 | -0,12 | -0,06 | -0,
Neodur AM115| 5,05 | 6,17 | 4,62 | 15,26 | 15,13 | 13,47 | 44,28 | 40,21 | 44,47 | 79,48 | 77,73 | 77,84 | 4459,04 | 1041,18 | 2823,71 | 82,37 | 82,63 | 81,52 | -0,12 | -0,06 | -0,
Sachem AM116 | 5,03 | 5,82 | 4,90 | 14,96 | 14,83 | 13,24 | 48,48 | 42,44 | 51,79 | 79,48 | 79,46 | 76,18 | 4867,82 | 862,66 |3493,51 |81,73|82,72|81,25| 0,12 | 0,01 | O,
Duetto AM117 | 4,81 | 6,66 | 541 | 14,55 | 15,42 | 14,04 | 53,02 | 43,60 | 52,61 | 77,10 | 76,78 | 74,01 | 6013,47 | 720,42 | 3208,08 | 82,16 | 83,91 | 81,97 | -0,23 | -0,46 | -0,
Garic AM118 | 4,78 | 6,23 | 5,27 | 14,12 | 15,01 | 14,37 | 56,17 | 47,25 | 63,53 | 75,37 | 75,41 | 75,33 | 4626,83 | 954,17 | 4408,62 | 82,13 | 82,73 | 81,79 | -0,24 | -0,17 | -0,
Byblos AM119 | 5,23 | 5,21 | 4,72 | 14,43 | 14,09 | 12,89 | 51,72 | 45,86 | 48,12 | 78,11 | 78,09 | 76,38 | 5396,57 | 902,19 | 2906,19 | 81,81 | 83,22 | 81,43 | -0,03 | -0,19 | O,
Vivadur AM120 | 5,85 | 7,32 | 6,25 | 14,97 | 16,29 | 15,00 | 44,56 | 42,09 | 52,16 | 74,04 | 74,33 | 73,36 | 4872,49 | 1004,54 | 2744,72 | 81,87 | 82,60 | 81,53 | -0,12 | -0,29 | O,
Nautilur AM121| 4,70 | 5,45 | 4,72 | 14,44 | 14,42 | 13,73 | 48,89 | 48,77 | 50,76 | 73,35 | 74,23 | 70,19 | 5387,46 | 948,59 |2849,36 | 82,83 | 83,97 | 82,34 | -0,34 | -0,35 | -0,
Tiziannia AM122 | 4,18 | 4,70 | 4,50 | 12,65 | 12,86 | 12,48 | 56,94 | 46,69 | 54,54 | 79,15 | 79,87 | 77,45 | 6627,39 | 893,10 |3188,55 | 82,63 | 84,21 | 82,41 | 0,03 | -0,21 | O,
Exeldur AM123 | 5,07 | 6,83 | 7,32 | 15,21 | 15,62 | 14,91 | 37,28 | 39,26 | 41,85 | 74,02 | 74,83 | 75,35 | 3623,72 | 967,31 | 3181,89 | 80,62 | 83,11 | 81,16 | 0,25 | -0,14 | O,
Argeles AM124 | 4,96 | 6,93 | 6,47 | 14,88 | 15,90 | 14,51 | 49,81 | 45,67 | 48,95 | 77,16 | 77,57 | 75,09 | 4395,28 | 983,92 | 4257,07 | 82,34 | 83,47 | 81,79 | -0,34 | -0,52 | -0,
Artimon AM125 | 4,78 | 7,13 | 4,78 | 14,41 | 16,08 | 13,91 | 38,49 | 36,09 | 46,22 | 77,99 | 76,01 | 74,96 | 5816,06 | 828,28 | 3167,76 | 82,62 | 82,57 | 81,37 | -0,18 | -0,01 | O,
Portorico AM126 | 4,64 | 494 | 4,55 | 13,16 | 13,15 | 12,56 | 50,32 | 52,26 | 55,85 | 75,19 | 75,06 | 73,18 | 4626,16 | 1121,10 | 4080,69 | 83,07 | 83,61 | 82,16 | -0,08 | -0,18 | O,
DGE-1 AM127 | 4,82 | 5,21 | 4,75 | 13,80 | 14,00 | 13,11 | 33,20 | 34,07 | 39,60 | 78,01 | 77,96 | 79,12 | 3360,40 | 827,39 |4176,46 | 83,24 | 83,60 | 81,87 | -0,07 | -0,01 | O,
Ourania AM128 | 4,84 | 5,08 | 4,78 | 13,65 | 14,06 | 14,41 | 45,22 | 45,65 | 49,06 | 76,56 | 76,83 | 76,70 | 4930,45 | 974,82 | 3948,53 | 82,98 | 84,23 | 81,74 | -0,17 | -0,58 | -0,
Hekabe AM129 | 4,77 | 5,90 | 6,22 | 13,92 | 14,84 | 14,49 | 45,65 | 45,70 | 51,33 | 77,88 | 78,19 | 76,96 | 5440,04 | 837,98 |4187,69 | 83,09 | 83,67 | 81,71 | -0,28 | -0,48 | -0,
Josephina AM130 | 4,64 | 5,26 | 6,11 | 13,64 | 14,23 | 13,72 | 44,92 | 45,42 | 50,58 | 76,47 | 76,22 | 76,54 | 5472,90 | 768,99 | 3543,26 | 83,17 | 84,39 | 82,61 | -0,27 | -0,74 | -0,
Gavdos (T.aestivum) AM131| 3,91 | 3,63 | 3,16 | 10,01 | 10,61 | 9,78 | 37,69 | 39,48 | 42,92 | 77,38 | 77,74 | 77,25 | 4930,17 | 823,31 | 3911,35| 81,38 | 81,45 81,59 | 1,33 | 1,55
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CBW 05082 AM132| 521 | 7,45 | 7,91 | 16,03 | 16,60 | 15,35 | 43,31 | 41,59 | 37,97 | 76,72 | 76,63 | 76,24 | 5278,88 | 950,21 |4178,97 | 82,58 | 82,89 | 81,47 | -0,50 | -0,33 | 0,
Buck Granate (B#26) AM133 | 4,84 | 6,25 | 4,62 | 14,51 | 15,09 | 13,48 | 48,35 | 47,51 | 52,79 | 79,73 | 78,40 | 79,32 | 4994,01 | 911,60 |3434,22 | 82,55 | 83,64 | 81,92 | -0,30 | -0,21 | -0,
DD26 AM134 | 4,05 | 5,06 | 4,76 | 12,85| 13,62 | 13,22 | 49,00 | 43,50 | 43,32 | 75,93 | 76,29 | 75,09 | 4523,99 | 612,06 |3263,51 | 82,30 | 82,44 | 81,11 | 0,11 | 0,02 | O,
DD150 AM135 | 4,70 | 4,95 | 6,26 | 14,27 | 14,23 | 14,50 | 42,95 | 44,25 | 48,95 | 74,79 | 77,10 | 75,92 | 3999,75 | 725,76 |2762,37 | 81,99 | 84,31 | 81,53 | 0,02 | -0,59 | -0,
Media 4,6 54 49 | 136 | 14,2 | 13,2 | 46,25 | 44,25 | 48,37 | 77,02 | 77,72 | 75,86 | 4734,53 | 872,00 | 3494,93 | 82,56 | 83,13 | 81,58 | -0,05 | -0,02 | O,

D.E 050 | 091 | 0,87 | 1,01 | 1,18 | 0,96 | 542 | 4,09 | 448 | 2,34 | 1,89 | 2,07 | 671,64 | 14542 | 496,67 | 0,79 | 0,63 | 0,76 | 0,32 | 0,33 | O,

E.E 0,39 | 0,46 | 0,42 | 0,09 | 0,10 | 0,08 | 0,46 | 0,35 | 0,38 | 0,20 | 0,16 | 0,18 | 57,59 12,47 | 42,59 | 0,07 | 0,05 | 0,07 | 0,03 | 0,03 | O,

MAX 7,09 | 9,62 | 8,03 | 16,20 | 18,60 | 16,45 | 58,83 | 54,40 | 61,07 | 82,46 | 82,35 | 79,61 | 6811,53 | 1336,31 | 4789,53 | 84,29 | 84,54 | 83,47 | 1,33 | 1,55 | 1,

MIN 2,97 | 3,63 | 2,53 | 10,01 | 10,61 | 9,78 | 33,20 | 31,87 | 32,14 | 68,04 | 72,93 | 70,19 | 3198,23 | 498,43 | 2368,80 | 80,62 | 81,12 | 78,28 | -0,77 | -0,74 | -0,

175



Tabla suplementaria 1.1 Prueba de Tukey para
las medias de minimos cuadrados obtenidas via
GML calculadas para las variables CPC, CIE
b*, CIE L*, CIE a*, PMG, PH y PGP de 133
variedades de trigo candeal estudiadas en los
ambientes Pieres, Cabildo y Barrow.

Analisis de la varianza

Variable N R*
Fb* LSMEAN 405 0,83

R: L CV
0,83 3,38

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 449,77 135 3,33 15,71 <0,0001
amb 62,52 2 31,26 147,40 <0,0001
GEN 387,25 133 2,91 13,73 <0,0001
Error 57,05 269 0,21
Total 506,82 404

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=0,16368
Error: 00,2121 gl: 2&9
amb Medias n E.E.

CABILDO 14,14 135 0,04 A
PIERES 13,56 135 0,04 B
EALRROW 13,15 135 0,04 C

Tablas suplementarias

Analisis de la varianza

Variable N R*=
PhLSMEAN 405 0,80

R Bj CV
0,70 1,59

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo. 1622,00 135 12,01 8,03 <0,0001
amk 238,14 2 119,07 79,58 «0,0001
GEN 1383,86 133 10,40 6,85 <0,0001
Error 402,46 269 1,50
Total 2024,46 404

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=0,43475
Error: 1,4961 gl: 2§89
amb Medias n | o

CLBILDO 77,70 135 0,11 &4
PIERES 77,00 135 0,11 B
BLRRCOW 75,84 135 0,11 =

Medias con una letra comin no son significativamente difersentes

Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV

Medizs con una letra comin no son significativamente dife

Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV

CPC LSMERN 405 0,80 0,70 9,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 233,95 135 1,73 7,85 <0,0001

amb 46,72 2 23,36 105,84 <0,0001

GEN 187,23 133 1,41 6,38 <0,0001

Error 59,37 269 0,22

Total 293,32 404

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=0,16698
Error: 0,2207 gl: Z2&9
amb Medias n E.E.

CABILDO 5,3% 135 0,04 &
ELRROW 4,85 135 0,04 B
FIERES 4,57 135 0,04 C

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.

Analisis de la varianza

Variable N R*
MG 405 0,71

Rf A CV
0,57 7,08

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo. 7122,71 135 52,76 4,91 «<0,0001
amk 1149,80 2 574,80 53,53 <0,0001
GEN 5972,91 133 44,51 4,18 «<0,0001
Error 2888,75 269 10,74
Total 10011,46 404

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=1,16475
Error: 10,7388 gl: Z2&9

amb Medias n E.E.
BARRCW 48,35 135 0,28 A
PIERES 46,23 135 0,28 E
CABILDC 44,22 135 0,28 C

Modizs con una letra comiln no son sigrificativamente diferen

(i)

GPPLSMERN 405 0,54 0,92 16,09

Cuadro de Analisis de la Varian

Za

(5C tipo III)

e > 0,01)

F.V. 5C gl CM F
Modelo. 1082353956,43 135 8017436,71 33,65
amb 1050101141,85 2 525050570,93 2203,97
GEN 32252814,58 133 242502,37 1,02
Error 64083778,23 269 238229, 66
Total 1146437734, 66 404
Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=173, 6 48110
Error: 238229,6R88 gl: Z2£9

amb Medias n E.E.

PIERES 4733,42 135 42,03 n

BELRROW 3483,82 135 42,03 B

CABILDO 870,88 135 42,03 C

Msdiss con una lstra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,01}

01}

Analisis de la varianza

Variable N R®* R* a3 CWV
FLLSMEZN 405 0,75 0,62 0,72

Cnadro de Analisis de la Varianz

a (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 284,85 135 2,11 5,98 <0,0001
amb 166,24 2 83,12 235,58 <0,0001
GEN 118,61 133 0,89 2,53 <0,0001
Error 94,91 269 0,35
Total 379,76 404

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=0,21112
Error: 00,3528 gl: Z2&9
amb Medias n E.E.

CLEILDO 83,13 135 0,05 A
PIERES 82,56 135 0,05 B
BLREOW 81,58 135 0,05 C

Modizs cor una letra comin no son significativamente diferentes
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Tablas suplementarias

Andlisis de la varianza

Variable N E* R*® Lj cv
faLSMELN 405 0,78 0,67 1343,69

Conadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 31,91 135 0,24 7,07 «<0,0001
anmb 1,98 2 0,99 29,55 <0,0001
GEN 29,93 133 0,23 6,73 <0,0001
Error 8,99 269 0,03

Total 40,380 404

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=0,06498
Error: 00,0334 gl: 2469
amb Medias n E.E.

BARROW 0,11 135 0,02 &
CABILDC -0,02 135 0,02 B
PIERES -0,04 135 0,02 B

Mediss con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,01}
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Tabla suplementaria 2.
Estimaciones de la varianza para los efectos aleatorios y valores F para el efecto fijo (AMB) del analisis
de la varianza (ANOVA) para los caracteres: peso de granos por parcela (PGP) concentracion de
pigmento amarillo (CPC), color amarillo (CIE b *), peso de mil granos (PMG), peso hectolitrito (PH),
brillo (CIE L) y color rojo (CIE a). Los datos fueron analizados para los tres ambientes bonaerenses
Pieres, Cabildo y Barrow en conjunto (A) e individualmente (B) Pieres (C) Cabildo y (D) Barrow,
usando PROC GML en SAS.

Tablas suplementarias

GLM ANOVA Conjunto(A)
Fuentede ) pop o, cpc % T o pMc % PH % CE o CE o
variacion b L a
2,1E+ 92,7 16, 12437 12, 220% 115 47686 12, 33131 42, 3,94
Amb 2 09 91,0 sokok 5 sokok 8 2 1 Rk 2 sokok 5 IR XY
kK skeskosk
. 6,2E+ 3465 61, 720,1 74, 11060 56,1 2030 67, 21337 27, 55013 67,
Genotipo 134 07 2,7 otk 8 ok 0 Heokok 0 5 9 otk 4 Heokok 5
Rk ek
. 1.2B+ 10726 19, 10348 10, °2/% 267 77117 19, 180,01 23, 1677 20,
Amb*Gen 268 08 5,3 stk 1 stk 6 4 5 Sk 7 Hkk 1 Hkk 6
Rk ok
65313 3033
Rep 7,97 14,62 , 28.41 2.77
Bloawe 1575 03 L oaa U us s ase 2o N0 36 L 34
Bloque(En L7E+ 6,3 10,56 8093 2577 3,03
fﬁ‘ep) AN - e I B I O~ Y
*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001
GLM Pieres (B)
Fuentede —,  pep % CPC % CIEb* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %
variacion
Genotipo 134 DIET08 ggg 632 g5y 25051 gy IS ggg 14101 g9 15064 gm0 2535 9906
Repeticion 1 1’1*]1:07 8,0 O,;)O 0,0 0,004 0,0 15,91 0,2 0,771 0,1 0,0092 0,0 4,.2E-07 0,00
Rep,(Bloque) 14 686*9*756 52 1,01 1,6 4,0499 1,6 223,53 3,0 4’36 0,3 3,569 23 0,241 0,94

*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001
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Tablas suplementarias

GLM Cabildo(C)
Fuentede g pop o cPc % CIED* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %
variacion 1

—_

Genotipo 3 SN0 g9 2002 ggy 3856 ggy 40055 ggg 00A g9, VA g 2TE gg
4

Repeticion 1 105> a7 2 5 0L 2806 00015 00 D% 1sp 398 o5

Rep(Bloque) 41‘ 960540 54 24 39 12471 06 21 03 8B g0 08B 46

*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001

GLM Barrow (D)

Fuente de variacion gl PGP % CPC % CIEb* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %

+
Genotipo 134 O3ET0T gy 8 1903 g4 22746 gg03 08138 g6 11193 999 19269 467 10 919
Repeticién 1435232 06 o 19 186 ggp 22864 54 OIIT g4 9142 o550 03764
Rep(Bloque) 14 HOHI g0 1IT4 0 331 h07 905 00 03 o1 1205 g4 1304 43

*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,01

Estimaciones de la varianza para los efectos aleatorios y valores F para el efecto fijo (AMB) del analisis
de la varianza (ANOVA) para los caracteres: peso de granos por parcela (PGP) concentracion de
pigmento amarillo (CPC), color amarillo (CIE b *), peso de mil granos (PMG), peso hectolitrito (PH),
brillo (CIE L) y color rojo (CIE a). Los datos fueron analizados para los tres ambientes bonaerenses
Pieres, (A) Cabildo (B) y Barrow (C) Barrow, usando PROC MIXED en SAS.

MLM Pieres (A)

Fuente de variacion PGP % CPC % CIEb* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %
316098 0,19 0,81 20,9 5,3 0,19 0,09

Genotipo 6098 9975 019 g5 OBl 934 209 s 23 9620 O 55 009 g4y
Repeticién 7354 023 0 000 0 000 002 008 0002 004 0 00 0 00
Bloque (Rep,) 25,395 001 0 000 0 000 0 000 0016 029 0 00 0 00
Residual 249039 g1 010 348 02 965 115 355 019 359 Ol 4p5 001 sy
*p<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001
MLM Cabildo (B)
Fuente de variacion PGP % CPC % CIEb* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %
Genotipo 1117 36 XL w3 1D ses L) se3 D o912 X2 240 0% 66
Repeticion 627,65 20 U9 30 %07 47 o1 10 0o 00 %' 149 002 152
Blogue Rep) 1717 133 00075 08 o001 12 o 00 % 03 02 203 00015 10
Residual B0 N G e B %07 s 2 s 097
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Tablas suplementarias

*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001

MLM Barrow (C)
Fuente de variacion PGP % CPC % CIEb* % PMG % PH % CIEL* % CIEa* %
Genotipo 16*1*83 3 47,6 S;Zk 88,7 Sﬁ 87,4 ﬁ’i 41,7 i’i 98,1 ?;SZ 43,4 ?;,93 52,0
Repeticion 0 00 002 33 0007 07 1,08 34 000 00 006 72 0,00 1,8
Bloque (Rep,) 10228 54 0008 005 .o AL g g0 %06 4, 000
Residual 15*9*93 2 47,0 (3;3 *5 6,9 (3;3 *8 83 ﬁ’f 41,7 (3;3 *8 1,9 ,? ;3* 42,3 0;212 40,5

*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001.
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Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 2a.
Analisis de desviacion (ANODEYV) para los efectos aleatorios del modelo. Componentes de la variancia
para un diseiio Alfa Lattice para los caracteres evaluados en el ambiente Pieres.

Caracter Deviance SiN efecto Aleatorio Deviance CON efecto Aleatorio Valor LRT Probabilidad Chi-Cuadrado

PMG 1705.3 1633.1 72,2 <.0001
PH 1233.1 879.9 353.2 <.0001
CIE L* 657.7 551 106.6 <.0001
CIE a* 167.5 -0.4 167.9 <.0001
PGP 4342.7 4294.9 47,8 <.0001
CPC 440,9 366,6 74,3 <.0001
CIE b* 794.9 690.3 104.5 <.0001

Nota: Chi-cuadrado tabulado (3,84 y 6,63) para los niveles de significacion de 5% y 1%, respectivamente. Si
la prueba LRT (likelihood ratio test) a través de chi-cuadrado tiene un valor de p <0.05 es significativa para
GEN.

Heredabilidad y parametros genéticos para caracteres de calidad y rendimiento en variedades de trigo
candeal evaluadas en Pieres obtenidos mediante los componenetes de la varianza.

Parametros genéticos CPC CIE b* PMG PH CIE L* CIE a* PGP
vt 0,29 1,1 32,5 5,5 0,6 0,1 565136,93
Vg 0,19 0,81 20,9 5,3 0,4 0,09 316097,55
Ve 0,10 0,29 11,5 0,19 0,1 0,01 249039,38
h2g 65,1 73,4 64,4 96,4 73,9 84,3 55,9

h2mg 78,8 84,7 78,3 98,2 85,0 91,5 71,7
Acgen 88,8 92,0 88,5 99,0 92,2 95,6 84,7
Cvg 9,6 6,6 9,9 3,0 0,8 -656,9 11,8
CVe 7,0 3,9 7,3 0,5 0,5 -282,3 10,5
CVg/CVe 1,3 1,6 1,3 5,2 1,6 2,3 1,1
PEV 0,04 0,1 4,5 0,09 0,0 0,008 89330,07
SEPP 1 0,2 0,3 2,1 0,3 0,2 0,088 298,8
SEPP2 0,2 0,3 2,1 0,3 0,2 0,091 306,1
X 45 13,5 46,2 77,0 82,5 -0,046 47353

V{=Vg+Ve: Variancia Fenotipica, Vg: Variancia Genotipica, Ve: Variancia residual,
h’g=Vg/Vf: heredabilidad *100, h*mg=Vg/ (Vg+Ve/num.rep.)*100: Heredabilidad media, Acgen= : Raiz
Cuadrada (h*mg): precision en la seleccion de genotipos, CVg=raiz cuadrada (Vg)/Media Geral*100:
Coeficiente de variacion genético, CVe= Raiz Cuadrada (Ve)/ Media Geral*100: Coeficiente de variacion
genético, CVg/Cve=CVg/CVe: division CVg/CVe, PEV= (1-Acgen**2)*Vg: Variancia del error de
prediccion de los valores genotipicos, SEP1: Raiz cuadrada (PEV): desviacion estandar la varianza de los
valores genotipicos (BLUP)(Resende, 2007),SEP2: Raiz cuadrada (de los valores de la diagonal de
ecuaciones de modelos mixtos (mmeqsol)): varianza desviacion estandar de los valores genotipicos (BLUP)
(Resende, 2007), Media general del experimento.

Analisis de desviacion (ANODEYV) para los efectos aleatorios del modelo. Componentes de la variancia
para un disefio Alfa Lattice para los caracteres evaluados en el ambiente Cabildo.
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Tablas suplementarias

Caracter Deviancion SIM efecto Aleatorio Deviancion CON efecto Aleatorio Valor LRT Probabilidade Qui-Quadrado

PGP 3526,7 3501,5 252 <.0001
CPC 731,4 545 186.,4 <.0001
CIE b* 868.5 628.4 240.0 <.0001
PMG 1534.1 1342.7 191.3 <.0001
PH 1117.1 724 393.1 <.0001
CIE L* 604.9 577.4 27,5 <.0001
CIE a* 206.4 107.8 98,6 <.0001

Nota: Chi-cuadrado tabulado (3,84 y 6,63) para los niveles de significacion de 5% y 1%, respectivamente. Si
la prueba LRT (likelihood ratio test) a través de chi-cuadrado tiene un valor de p <0.05 es significativa para
GEN.

Heredabilidad y parametros genéticos para caracteres de calidad y rendimiento en variedades de trigo
candeal evaluadas en Cabildo

Parametros genéticos CPC CIE b* PMG PH CIE L* CIE a* PGP
A% 0,86 1.42 17.1 3.6 0.5 0.1 26494.9
Vg 0,76 1.31 14.9 35 0.2 0.08 11778,6
Ve 0,11 0.11 2.1 0.09 0.2 0.03 14716,3
h2g 87,3 91.9 87.1 97.4 44.5 73.3 44,4
h2mg 93,2 95.8 93.1 98.6 61.6 84.6 61,5
Acgen 96,5 97.8 96.5 99,3 78.5 91.9 78,4
Cvg 16,1 8.0 8.7 2.4 0.5 -1.185.1 12,4
CVe 6,1 23 3.3 0.3 0.6 -714.8 13,9
CVg/CVe 2,6 33 2.6 6.1 0.8 1.6 0,8
PEV 0,05 0.05 1.0 0.04 0.08 0.01 45289
SEPP 1 0,2 0.2 1.0 0.2 0.2 0.11 67,3
SEPP 2 0,2 0.2 1.0 0.2 0.3 0.12 68,8
X 53 14.1 44.2 77.7 83.1 -0.025 872.8

Vf=Vg+Ve: Variancia Fenotipica, Vg: Variancia Genotipica, Ve: Variancia residual,
h’g=Vg/Vf: heredabilidad *100, h*mg=Vg/ (Vg+Ve/num.rep.)*100: Heredabilidad media, Acgen= : Raiz
Cuadrada (h*mg): precision en la seleccion de genotipos, CVg=raiz cuadrada (Vg)/Media Geral*100:
Coeficiente de variacion genético, CVe= Raiz Cuadrada (Ve)/ Media Geral*100: Coeficiente de variacion
genético, CVg/Cve=CVg/CVe: division CVg/CVe, PEV= (1-Acgen**2)*Vg: Variancia del error de
prediccion de los valores genotipicos, SEP1: Raiz cuadrada (PEV): desviacion estandar la varianza de los
valores genotipicos (BLUP)(Resende, 2007),SEP2: Raiz cuadrada (de los valores de la diagonal de
ecuaciones de modelos mixtos (mmeqsol)): varianza desviacion estandar de los valores genotipicos (BLUP)
(Resende, 2007), Media general del experimento

Analisis de desviacion (ANODEYV) para los efectos aleatorios del modelo. Componentes de la variancia
para un diseiio Alfa Lattice para los caracteres evaluados en el ambiente Barrow

Caracter Deviance SIM efecto Aleatorio Deviance CON efecto Aleatorio Valor LRT Probabilidade Qui-Quadrado
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PGP
CPC
CIE b*
PMG
PH
CIE L*
CIE a*

4190.5
702.9
759.9
1670.5
1162.8
696.7
148.3

4153.1
450.6
536.9
1634.3
721.2
660.1
102.5

Tablas suplementarias

373.473
252.272
223.038
36,23
441.639
366.186
45,82

<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001
<.0001

Nota: Chi-cuadrado tabulado (3,84 y 6,63) para los niveles de significacion de 5% y 1%, respectivamente. Si
la prueba LRT (likelihood ratio test) a través de chi-cuadrado tiene un valor de p <0.05 es significativa para

GEN.

Heredabilidad y parametros genéticos para caracteres de calidad y rendimiento en 133 variedades de

trigo candeal evaluadas en Barrow.

Parametros genéticos CPC CIE b* PMG PH CIE L* CIE a* PGP
A% 0,7 0.9 26.3 43 0.7 0.09 321745,2
Vg 0,7 0.8 13.1 4.2 0.3 0.05 161822,8
Ve 0,05 0.08 13.2 0.08 0.3 0.04 1599223
h2g 92,7 91.2 49.9 98.0 50.6 56.1 50,2

h2mg 96,2 95.4 66.6 99.0 67.2 71.9 66,9
Acgen 98,1 97.6 81.6 99.5 82.0 84.7 81,8

CVg 17,4 7.0 7.5 2.7 0.7 209.3 11,5
CVe 4,8 2.1 7.5 0.37 0.7 185.0 11,4

CVg/CVe 3,5 3.2 1.0 7.1 1.0 1.1 1,0

PEV 0,02 0.03 4.4 0.04 0.1 0.01 53516,95

SEPP 1 0,16 0.19 2.0 0.20 0.3 0.1 231,3
SEPP 2 0,18 0.22 2.1 0.26 0.3 0.1 236,4
X 4,8 13.19 48.3 75.8 81.5 0.1 3495,0

V{=Vg+Ve: Variancia Fenotipica, Vg: Variancia Genotipica, Ve: Variancia residual,

h’g=Vg/Vf: heredabilidad *100, h*mg=Vg/ (Vg+Ve/num.rep.)*100: Heredabilidad media, Acgen= : Raiz
Cuadrada (h®mg): precision en la seleccion de genotipos, CVg=raiz cuadrada (Vg)/Media Geral*100:
Coeficiente de variacion genético, CVe= Raiz Cuadrada (Ve)/ Media Geral*100: Coeficiente de variacion
genético, CVg/Cve=CVg/CVe: division CVg/CVe, PEV= (1-Acgen**2)*Vg: Variancia del error de
prediccion de los valores genotipicos, SEP1: Raiz cuadrada (PEV): desviacion estandar la varianza de los
valores genotipicos (BLUP)(Resende, 2007),SEP2: Raiz cuadrada (de los valores de la diagonal de
ecuaciones de modelos mixtos (mmeqsol)): varianza desviacion estandar de los valores genotipicos (BLUP)
(Resende, 2007), Media general del experimento

Tabla suplementaria 3
Rankin de genotipos superiores para los tres ambientes

Valores genotipicos para la variable (PMG) teniendo en cuenta los tres ambientes

Ranque

GEN g (BLUPS)

SEPg

valor t (g)

Pr>|t|(g)

gem (int, media,

utgt+gem

Ganancia Media
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—
= R S = K, I NI U I N R

32
126
45
56
90
122
118

81
82

68539
51834
50346
48899
47395
47273
45038
41913
41284
41032
40670

16463
16458
16458
16463
16458
16463
16458
16458
16463
16468
16458

4,16
3,15
3,06
2,97
2,88
2,87
2,74
2,55
2,51
2,49
2,47

<0,0001
0,0018
0,0024
0,0032
0,0042
0,0043
0,0065
0,0113
0,0126
0,0132
0,0139

1,1843
0,8956
0,8699
0,8449
0,8189
0,8168
0,7782
0,7242
0,7133
0,7090
0,7027

Tablas suplementarias

54,3416
52,3824
52,2079
52,0382
51,8618
51,8475
51,5854
51,2189
51,1452
51,1156
51,0732

6,85391
6,01865
5,69064
5,49046
5,34026
5,2381
5,1332
5,01546
4,9169
4,83553
4,76567

53,1573
52,3221
51,994
51,7939
51,6437
51,5415
51,4366
51,3189
51,2203
51,1389
51,0691

Tabla suplementaria 4 Valores genotipicos para la variable (PH) teniendo en cuenta los tres ambientes.

Ranque GEN g (BLUPS) SEPg valort(g) Pr>|t|(g) gem (int, media, utgtgem Ganancia Media
1 3 3,9295 0,6691 5,87 <0,0001 0,6364 81,432 3,929 80,796
2 81 2,7989 0,6691 4,18 <0,0001 0,4533 80,119 3,364 80,231
3 4 2,7339 0,6691 4,09 <0,0001 0,4427 80,043 3,154 80,021
4 41 2,417 0,6691 3,61 0,0003 0,3914 79,675 2,970 79,836
5 40 2,3802 0,6691 3,56 0,0004 0,3855 79,632 2,852 79,718
6 32 2,3667 0,6691 3,54 0,0005 0,3833 79,617 2,771 79,638
7 64 2,3635 0,6691 3,53 0,0005 0,3828 79,613 2,713 79,579
8 37 2,2912 0,6691 3,42 0,0007 0,3710 79,529 2,660 79,527
9 90 2,2283 0,6691 3,33 0,0010 0,3609 79,456 2,612 79,479
10 76 2,1472 0,6691 3,21 0,0015 0,3477 79,361 2,566 79,432
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Tabla suplementaria 5. Matriz de estructura poblacional (Q).

Tablas suplementarias

VARIEDAD  GENOTIPO Oﬁ,IDfN ORIGEN Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q
Gherardo574 84 AM84 Italia 0,614 0,107 0,018 0,014 0,022 0,224 1
Maristella 85 AMSS5 Italia 0,815 0,025 0,015 0,028 0,074 0,043 1
Polesine 86 AMS86 Italia 0,726 0,034 0,021 0,053 0,118 0,047 1
Taganrog 88 AMS88  Argentina 0,955 0,004 0,010 0,017 0,008 0,007 1
TaganrogBuckBalcarce 89 AMS8B9  Argentina 0,983 0,003 0,003 0,003 0,004 0,005 1
TaganrogSel, BUCK 90 AM90  Argentina 0,983 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004 1
TaganrogVilelaFideos 91 AM91  Argentina 0,968 0,007 0,004 0,005 0,007 0,008 1
OmRabi5 92 AM92 WANA 0,859 0,027 0,014 0,019 0,023 0,058 1
BilikNo2 93 AMO93 WANA 0,558 0,022 0,006 0,375 0,027 0,012 1
Marrout 94 AM94 WANA 0,429 0,494 0,007 0,007 0,046 0,018 l\l/l
Simeto 13 AMI13 Italia 0,012 0,535 0,382 0,006 0,031 0,034 2
Omguer4 96 AM96 WANA 0,006 0,922 0,006 0,044 0,008 0,015 2
Gan 97 AM97 CIMMyT 0,006 0,955 0,006 0,011 0,005 0,016 2
Cham1(Waha) 98 AMO98 WANA 0,005 0,944 0,007 0,005 0,015 0,024 2
Korifla(Cham3) 99 AM99 WANA 0,005 0,960 0,004 0,007 0,005 0,018 2
Haurani 103 AMI103  WANA 0,009 0,923 0,008 0,013 0,004 0,043 2
Heider//Mt/Ho 104 AM104 WANA 0,002 0,972 0,006 0,011 0,003 0,005 2
OmRabi 107 AMI107 WANA 0,034 0,821 0,096 0,021 0,013 0,016 2
Dupri 109 AMI109 Italia 0,019 0,454 0,230 0,246 0,042 0,010 1\2/1
Biensur 112 AMI112  Francia 0,002 0,971 0,011 0,006 0,006 0,005 2
Sachem 116 AMI116  Francia 0,006 0,923 0,019 0,027 0,012 0,014 2
Duetto 117 AMI117  Francia 0,048 0,571 0,019 0,346 0,010 0,007 2
BuckPlatino 1 AM1  Argentina 0,003 0,031 0,010 0,943 0,007 0,006 3
CBWOI111 55 AMS5  Argentina 0,058 0,141 0,359 0,012 0,082 0,347 3
Kofa 66 AMG66 EE,UU 0,047 0,171 0,559 0,185 0,021 0,017 3
Focha 100 AM100 CIMMyT 0,002 0,004 0,973 0,010 0,005 0,006 3

Bha 101 AMI101  WANA 0,008 0,010 0,958 0,009 0,007 0,009 3
BuckNo6 102 AM102 CIMMyT 0,111 0,015 0,802 0,008 0,026 0,038 3
OmRabi6 105 AMI105 WANA 0,004 0,474 0,498 0,004 0,008 0,012 1\34
OmRabi3(Cham5) 108 AMI108  WANA 0,008 0,007 0,953 0,020 0,005 0,007 3
Durobonus 110 AMI110  Francia 0,109 0,068 0,674 0,007 0,080 0,062 3
Joyau 111 AMI111 Francia 0,002 0,077 0,907 0,006 0,004 0,004 3
Orlu 113 AMI113  Francia 0,113 0,012 0,694 0,051 0,092 0,038 3
Karur 114 AMI114 Francia 0,025 0,220 0,350 0,224 0,055 0,127 1\34
Garic 118 AMI118  Francia 0,003 0,009 0,970 0,008 0,004 0,006 3



Tablas suplementarias

ORDEN

VARIEDAD GENOTIPO MA ORIGEN Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q
Byblos 119 AMI119  Francia 0,006 0,005 0,951 0,010 0,020 0,008 3
Vivadur 120 AMI120  Francia 0,015 0,010 0,915 0,005 0,038 0,017 3
Nautilur 121 AMI121  Francia 0,014 0,004 0,951 0,009 0,007 0,015 3
Exeldur 123 AMI123  Francia 0,025 0,006 0,950 0,007 0,006 0,006 3
Argeles 124 AMI124  Francia 0,004 0,007 0,952 0,021 0,006 0,011 3
Artimon 125 AMI125  Francia 0,004 0,005 0,980 0,004 0,003 0,005 3
Portorico 126 AMI126 Italia 0,003 0,004 0,933 0,049 0,006 0,005 3

BuckEsmeralda 3 AM3 Argentina 0,017 0,029 0,044 0,852 0,046 0,012 4

BuckCristal 4 AM4  Argentina 0,003 0,053 0,012 0,914 0,009 0,009 4

BuckAmbar 5 AMS  Argentina 0,028 0,006 0,046 0,897 0,008 0,015 4

BonINTAFacon 6 AM6  Argentina 0,006 0,018 0,011 0,874 0,075 0,015 4

BonINTACarilo 7 AM7 Argentina 0,023 0,014 0,014 0,580 0,224 0,145 4
Duilio 12 AMI12 Italia 0,009 0,004 0,008 0,969 0,004 0,006 4
65-1AT2 14 AM14 CIMMyT 0,003 0,006 0,007 0,975 0,005 0,004 4
66-1AT2 15 AM15 CIMMyT 0,003 0,005 0,006 0,978 0,003 0,005 4
69-1AT2 16 AM16 CIMMyT 0,003 0,007 0,005 0,965 0,011 0,008 4
71-IAT2 17 AM17 CIMMyT 0,004 0,004 0,005 0,978 0,005 0,004 4
73-1AT2 18 AM18 CIMMyT 0,003 0,008 0,010 0,970 0,004 0,005 4
80-IAT2 19 AM19 CIMMyT 0,004 0,005 0,004 0,979 0,005 0,004 4
VF0154 20 AM20 CIMMyT 0,007 0,026 0,007 0,912 0,016 0,033 4
VF042 21 AM21  Argentina 0,009 0,007 0,008 0,888 0,016 0,073 4
VF0113 22 AM22  Argentina 0,004 0,029 0,012 0,930 0,010 0,016 4
VF0136 27 AM27 CIMMyT 0,006 0,038 0,038 0,794 0,009 0,115 4
VF0137 28 AM28 CIMMyT 0,006 0,014 0,006 0,906 0,023 0,045 4
B#24 29 AM29  Argentina 0,007 0,010 0,005 0,727 0,146 0,105 4
B#27 31 AM31  Argentina 0,009 0,005 0,011 0,949 0,005 0,021 4

ACAI1801F 32 AM32  Argentina 0,024 0,014 0,008 0,812 0,031 0,111 4
CBWO0105 33 AM33  Argentina 0,007 0,011 0,005 0,968 0,004 0,006 4
CBWO112 34 AM34  Argentina 0,195 0,009 0,008 0,485 0,046 0,257 13[

Italo 44 AM44 Italia 0,009 0,125 0,007 0,461 0,039 0,359 13[

CBW0001 50 AM50 CIMMyT 0,010 0,017 0,027 0,798 0,131 0,017 4
CBW0004 52 AM52  CIMMyT 0,005 0,006 0,010 0,887 0,086 0,006 4
UCI1113 67 AMG67 EE,UU 0,009 0,009 0,135 0,817 0,012 0,018 4
ITA-1AB 82 AMS2 Italia 0,218 0,063 0,020 0,651 0,011 0,037 4
GABI125 83 AMBR3 Italia 0,264 0,131 0,025 0,497 0,053 0,030 13[

Gallareta(Altar84) 95 AM95 CIMMyT 0,007 0,364 0,007 0,552 0,037 0,032 4

Wadalmez-1 106 AM106 WANA 0,004 0,101 0,173 0,683 0,023 0,017 4

Tiziannia 122 AM122 Italia 0,003 0,340 0,039 0,599 0,009 0,010 4
86
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DGE-1 127 AMI127  EE,UU 0,019 0,022 0,159 0,711 0,014 0,075 4
CBW0002 51 AMS51  CIMMyT 0,003 0,039 0,017 0,439 0,490 0,012 1\54
CBWO0101 54 AMS54  Argentina 0,006 0,030 0,011 0,359 0,588 0,007 5
CBWO0156 56 AMS6  Argentina 0,004 0,007 0,004 0,017 0,962 0,006 5
Arbois 57 AMS57 Francia 0,004 0,031 0,017 0,023 0,918 0,006 5
Alcalou 58 AMS58 Francia 0,009 0,023 0,113 0,029 0,801 0,025 5
Fortore 60 AM60 Italia 0,003 0,009 0,006 0,004 0,962 0,017 5
Ardente 61 AM61 Francia 0,255 0,011 0,019 0,234 0,448 0,033 1\5/[
Appullo 62 AMG62 Italia 0,005 0,018 0,020 0,021 0,924 0,012 5
Creso 68 AMG68 Italia 0,007 0,005 0,003 0,011 0,963 0,011 5
Gabbiano 69 AMO69 Italia 0,007 0,005 0,007 0,011 0,942 0,028 5
Granato 70 AM70 Italia 0,010 0,049 0,010 0,007 0,875 0,049 5
Capeiti 71 AMT71 Italia 0,007 0,005 0,011 0,012 0,955 0,011 5
Gherardo575 72 AM72 Italia 0,032 0,009 0,008 0,013 0,929 0,009 5
Gherardo610 73 AM73 Italia 0,005 0,004 0,004 0,006 0,970 0,010 5
Gherardo645 74 AM74 Italia 0,060 0,034 0,019 0,007 0,863 0,017 5
BonaerenseValverde 75 AM75  Argentina 0,010 0,023 0,011 0,004 0,934 0,018 5
BonaerenseQuilaco 76 AM76  Argentina 0,011 0,008 0,087 0,033 0,819 0,043 5
BF1776 77 AM77  Argentina 0,006 0,009 0,005 0,010 0,964 0,006 5
Etit38 78 AM78 WANA 0,020 0,032 0,052 0,021 0,735 0,140 5
BalcarcenoINTA 79 AM79  Argentina 0,004 0,003 0,004 0,006 0,976 0,007 5
BuckMechongue 80 AMS80  Argentina 0,012 0,013 0,007 0,018 0,937 0,013 5
CandealDurumbuck 81 AMS81  Argentina 0,009 0,039 0,008 0,017 0,904 0,022 5
BuckTopacio AM2  Argentina 0,006 0,027 0,018 0,010 0,033 0,907 6
BonINTACumenay AMS Argentina 0,038 0,010 0,016 0,015 0,069 0,851 6
Ciccio AM9 Italia 0,005 0,016 0,020 0,006 0,008 0,945 6
Adamello 10 AM10 Italia 0,006 0,031 0,024 0,007 0,030 0,902 6
CERZOS-1 11 AMI11 Italia 0,011 0,057 0,019 0,019 0,019 0,874 6
VF0163 23 AM23  Argentina 0,041 0,040 0,010 0,034 0,015 0,859 6
VF003 24 AM24 CIMMyT 0,082 0,106 0,009 0,376 0,020 0,406 1\64
VFO0121 25 AM25  Argentina 0,041 0,006 0,006 0,311 0,017 0,619 6
VF0167 26 AM26  Argentina 0,014 0,024 0,008 0,169 0,324 0,461 1\64
B#25 30 AM30  Argentina 0,006 0,012 0,016 0,180 0,072 0,714 6
CBWO0141 36 AM36  Argentina 0,007 0,087 0,012 0,016 0,010 0,868 6
CBWO0153 37 AM37  Argentina 0,004 0,007 0,013 0,017 0,006 0,954 6
CBW0200 38 AM38  Argentina 0,008 0,006 0,010 0,015 0,027 0,933 6
CBWO0225 40 AM40  Argentina 0,005 0,027 0,015 0,074 0,026 0,853 6
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CBW0230 41 AM41  Argentina 0,003 0,019 0,010 0,020 0,007 0,941 6
Cannizzo 42 AM42 Italia 0,009 0,007 0,005 0,008 0,007 0,964 6
Concadoro 43 AM43 Italia 0,007 0,060 0,011 0,013 0,009 0,899 6
Catervo 45 AMA45 Italia 0,024 0,073 0,379 0,004 0,008 0,512 6
Cantico 46 AM46 Italia 0,013 0,009 0,008 0,021 0,010 0,939 6

Core 47 AM47 Italia 0,048 0,011 0,014 0,047 0,006 0,874 6
Cil936 48 AM48 Italia 0,023 0,008 0,004 0,006 0,007 0,952 6
Col1937 49 AM49 Italia 0,018 0,036 0,025 0,004 0,022 0,895 6
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