Materiales y Métodos
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1. Material Vegetal

Para el presente trabajo se utilizé una poblaciéon RILs derivada del cruzamiento entre
UC1113 x Kofa, que fue desarrollada y gentilmente cedida por el Dr. Jorge Dubcosvky
(University of California, Davis) en Fs. Kofa es una variedad del desierto desarrollada
por Western Plant Breeders (ahora WestBred) que tiene excelente calidad de pasta
(6ptimo color de sémola y pasta, alto contenido de proteina y buena fuerza gluten).
UC1113 es una linea del programa de mejoramiento de trigo de la University of
California, Davis seleccionada de la cruza CD52600 de CIMMYT
(KIFS//RSS/BD1419/3/MEXIS-CP /4] WAHAS/5/YAV79). Esta linea tiene excelente
comportamiento agronémico pero parametros de calidad de pasta intermedios. Plantas
F, fueron autofecundadas y conducidas por el método SSD (simple seed descent)
(Brim 1966), hasta la generacion Fg.10. Las 93 RILs y 10 testigos (Kofa, UC1113 y
ocho variedades locales Buck Platino, Buck Topacio, Buck Esmeralda, Buck Cristal,
Buck Ambar, Bonaerense INTA Facon, Bonaerense INTA Carilo y Bonaerense INTA
Cumenay) fueron evaluados durante las campafa 2006/07 y 2007/08 en las
localidades de Cabildo (39°36° S 61°64" O), Tres Arroyos (38°20° S 60°13" O) y
Balcarce (37° 45' S 58° 18' O), que se denominaran ACA-Cabildo, CEl-Barrow e INTA-
Balcarce, respectivamente. Se utilizé un disefio experimental de bloques completos al
azar (BCA) con tres repeticiones. El tamafio de parcela fue de 3 m?, con 3 surcos de 5
m. espaciados a 0,20 m. Cada experimento recibié condiciones particulares de manejo

y fertilizacién adecuadas a la zona y criterios del campo experimental.

En este trabajo cada combinacién de afio x localidad se denominard ambiente,
indicados en numeros romanos de I— VI como sigue: I) ACA-Cabildo 2006/07, 1I) CEI-
Barrow 2006/07, III) INTA-Balcarce 2006/07, IV) ACA-Cabildo 2007/08, V) CEI-Barrow
2007/08, VI) INTA-Balcarce 2007/08.

El periodo del cultivo se extendié entre Julio y Enero, con siembras realizadas
principalmente a mediados de Agosto. La cosecha se realizé entre mediados de
diciembre y mediados de enero. El cultivo emergié aproximadamente en los 20 dias
posteriores a la siembra. En el ambiente [, las RILs 1, 2, 3 y 47 no fueron sembradas
por falta de semilla. Por otro lado, algunas parcelas experimentales no fueron
cosechadas por fallas en la emergencia o problemas en la siembra (ambiente II: 3

parcelas; ambiente VI: 11 parcelas).
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2. Evaluacion fenotipica

Los experimentos fueron seguidos a lo largo de todo su ciclo registrandose el nimero
de plantas emergidas (PL/m?), la fecha de espigazon vy floracion, la altura de las
parcelas (ALT), el nimero de espigas por m?> (ESP/m?) y se colectaron 10 plantas
individuales por parcela para analisis de componentes de rendimiento que son objeto
de otra tesis doctoral en curso (Lic. Pavan Akkiraju). El peso de las parcelas (Kg/ha),
de 1000 granos (PMG) y el peso hectolitrito (PH) fueron registrados luego de la
cosecha y son parte de la tesis de magister de la Ing. Patricia Gémez. Algunas de
estas variables fueron utilizadas en un analisis de correlacién entre variables de color y

rendimiento.

La produccion de cada parcela experimental fue acondicionada de manera de obtener
granos limpios, los cuales fueron conservados a temperatura ambiente hasta la
molienda. Las muestras de harina integral se obtuvieron utilizando un molino UDY
Cyclone Mill (Cyclone Sample Mill, UDY Corporation) y fueron conservadas a 4°C
hasta el momento de realizar las determinaciones. El total de fracciones combinadas
referidas como “harina integral”, incluyen la harina, la cual es principalmente
endosperma, y el salvado, una asociacién de las capas que cubren la semilla,
aleurona, algo de harina y el germen. Muestras de sémola de los testigos comerciales
se obtuvieron utilizando un molino experimental Brabender Junior (Laboratorio de
Calidad Industrial de Granos de la Chacra Experimental Integrada Barrow) sobre 100 g

de grano por parcela.

El CPC en las RILs se determiné utilizando el micrométodo informado por Fares et al.
(1991). La confiabilidad y precision del micrométodo fue previamente evaluada sobre
los testigos comerciales de la campafia 2006/07, en los cuales se midié el CPC en
sémola y harina integral utilizando el método estandar AACC 14-50 y el CPC en harina
integral segun el micrométodo. En cada caso, se realizd una extraccion de pigmentos

por parcela experimental.

2.1 Micrométodo de Fares et al. (1991)

La extraccion del CPC se realiz6 sobre muestras de 1,00 g de harina integral
utilizando 5 ml de n-butanol saturado en agua por agitacion continua durante 3 horas a
170 rpm. El extracto fue filtrado a través de un filtro Whatman N° 1 y posteriormente se

realizo la lectura del extracto claro en un espectrofotémetro (METROLAB 1600 PLUS,
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version 3.06 b) a una longitud de onda de 448 nm. Para calcular el contenido de

pigmentos expresado como partes por millén (ppm) de B-caroteno se utilizé la férmula:

ppm de B-caroteno = (E x V x 1000) / (251 xgxs)
Donde: E= absorbancia de la muestra

V= volumen de solvente

g = peso de la muestra en gramos

s = longitud éptica de la cubeta

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

Los valores de CPC obtenidos en las RILs usando el micrométodo no fueron
corregidos en funcién del grado de humedad de la harina. Esto se debe a que como
fuera determinado previamente sobre los testigos comerciales, los valores de CPC en
muestras corregidas por humedad y muestras sin corregir se encuentran altamente
correlacionadas (r=0,999, p < 0,0001). La variacién de humedad entre muestras fue
minima. El test de ANOVA entre muestras corregidas por humedad y muestras sin

corregir mostré que las mismas no difirieren significativamente (o= 0,01).

2.2 Método estandar AACC 14-50

El CPC se determiné utilizando 8,00 g de muestra, corregidas en funcion del 14% de
humedad. Las muestras se colocaron en frascos de vidrio de igual tamafo, con 40 ml
de alcohol n-butilico saturado en agua y se agitaron vigorosamente (170 rpm) por 1
minuto. Luego se incubaron en reposo durante la noche (16-18 hs.). Finalizado este
periodo, se agitaron por 1 minuto en las condiciones antes mencionadas. El extracto
fue filtrado a través de un filtro Whatman No. 1 y las lecturas de absorbancia se
realizaron en espectrofotometro a 436 mandémetros (nm). La formula utilizada para

calcular el contenido de pigmentos fue:

A, x V. x 1000
A, 100

= ug/g de pigmento
Peso seco de la muestra

Donde A, = absorbancia de la muestra
Ast = absorbancia estandar de un miligramo de pigmento por 100 mililitros de
solucion

V = volumen de la soluciéon de extraccion
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El CPC, expresado en ppm de B-caroteno, no representa estrictamente la cantidad de
B-caroteno presente, ya que el grupo mayoritario de pigmentos que detecta este
método son xantofilas (luteina libre y sus esteres) y los valores obtenidos son valores
relativos de pigmentos, no absolutos (Johnston et al., 1980). La absortividad utilizada
para calcular el CPC (ppm) es 1,663 para el p-caroteno (Sims & Lepage, 1968). La
extraccion del CPC segun el método estandar fue realizada en sémola y harina

integral de los testigos comerciales.

2.3 Medicién del color amarillo

En 1946, la CIE (Commission Internationale de [I'Eclairage) aprobd los valores
triestimulos X, Y y Z como la medicion de la contribucion proporcional de los
componentes rojo, verde y azul del espectro visible, para simular la evaluacién visual.
Sin embargo, es dificil determinar el color actual de un objeto basado solamente en los
valores triestimulo XYZ. Estos son, mas frecuentemente usados como punto de partida
para el calculo de otros valores de color que facilitan la lectura del color de un objeto.
Ademas, comparar los valores triestimulos entre las muestras es dificultoso, porque
los ojos son mas sensibles a los cambios en algunos colores que en otros (Hunter,
1975). A fin de resolver este problema, la CIE en 1976 recomendo el sistema L*a*b* o
CIELAB dentro del espacio tridimensional de color, donde los valores L*a*b* son
calculado a partir de los valores triestimulo XYZ. Este espacio de color CIELAB esta

organizado en forma de cubo.

Para la medicion de color se emplea comunmente una iluminacion difusa producida
por una lampara pulsatil de arco de xenén. Las lecturas de color se expresan como
valores triestimulo (CIE L*a*b*), donde L* representa la brillosidad (claridad) sobre
una escala de unidades que va desde 0 (negro puro) a 100 (blanco puro), a* describe
la cromaticidad verde-rojo donde los valores positivos son rojos y los negativos
verdes y b* la cromaticidad amarillo-azul donde los valores positivos son amarillos y
los negativos azules. a* y b* no tienen limites numéricos especificos. Los valores de b*

proporcionan una medida de la amarillez en las muestras de harina.

Existen dos tipos de instrumentos que miden el color de un objeto: aquellos que miden
directamente los valores triestimulo, llamados colorimetros, y los que miden la
magnitud radiométrica o fotométrica que caracteriza a la fuente o al objeto a partir de

la cual se calculan los valores triestimulos (espectrofotometros vy
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espectrorradiometros). Los colorimetros miden el color de fuentes de radiacion
primarias y secundarias, obteniendo directamente los valores triestimulo XYZ de

formas 6ptica, no matematica.

Se evalué entonces, el color de la harina integral en la poblacién de RILs, los
progenitores y testigos comerciales, tomando una muestra de cada parcela
experimental. Se utilizo un colorimetro Minolta Chromameter CR-310 (CIE L*a*b*,
1976). Para realizar la medicion de color, fueron depositados aproximadamente 20-25
g de harina integral sobre una bandeja de aluminio donde se homogenizo la muestra.
Posteriormente se lleno al ras un recipiente contenedor del equipo colorimetro, que
cuenta como fondo con un cristal. Se coloca la tapa sobre el recipiente cubierto

completamente la harina o sémola y se invierte la misma. Sobre el cristal se coloca el

cabezal de medicion de color que cierra herméticamente.

Figura 10: Equipo colorimetro Minolta CR-310 (A). Plato de calibracion de blanco y
recipiente contenedor (B). Cabezal de medicion de color (C). Muestras de harina y

equipo Minolta (D).
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Con la utilizaciéon de un botén disparador se proyecta un haz de luz que reflexiona

sobre la muestra y es captado por un receptor que lo convierte en valores triestimulo
L*a*b*

En los testigos comerciales el color de la sémola y harina integral, obtenida a partir de
cada parcela, se midié también utilizando el colorimetro Minolta Chromameter CR-310.
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.

3. Estimacion de parametros

La normalidad de los datos por ambiente fue evaluada a través del método de Shapiro-
Wilk. El analisis de la varianza (ANOVA) se realiz6 para cada ambiente, segun el
modelo:

Yij =u+B, +Gj +&-

Para el ANOVA conjunto los efectos de localidad y afo fueron considerados como

factores individuales y se utilizo el siguiente modelo:

Yijk :,u+(B/A)/Ljkm +G, + Aj +L, +GAij +GL, + Aij +GALijk +&

ijkm

Donde: u =media general

(B/A)/L,,, = efecto de m-esimo bloque dentro del j-esimo afio y la k-esima
localidad (k=1,2...r).

G, = efecto del i-esimo genotipo (i=1,2,3...i).

A, = efecto del j-esimo genotipo (j=1,2,3...a).

L, = efecto del k-esimo genotipo (k=1,2,3...1).

GA1j = efecto de la interaccion del i-esimo genotipo con el j-esimo afio.

GL, =efecto de la interaccion del i-esimo genotipo con la k-esima localidad.
AL, = efecto de la interaccion del j-esimo afio con la k-esima localidad.

GAI_ijk = efecto de la interaccion del i-esimo genotipo con el j-esimo afo y la

k-esima localidad.
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Eixm = €rror experimental aleatorio en cada parcela

El genotipo, repeticiones, localidades y afios fueron considerados como factores
aleatorios. El test de normalidad de los datos, los estadisticos estandar, el ANOVA, el
test de DUNCAN vy los analisis de correlacién fenotipica fueron realizados con el
programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Para el ANOVA se utilizo el
procedimiento GLM, mientras que los analisis de correlacion fueron realizados con el
procedimiento CORR. Para la seleccion fenotipica, el calculo de ganancia genética y la
estimacion de los parametros genéticos de heredabilidad, varianza genotipica y

fenotipica, se utilizé el programa GENES (http://www.ufv.br/dbg/genes/genes.htm).

La heredabilidad de los caracteres fue estimada en sentido estricto como la razéon

2 2 2 24 2
O'f)_ h®=0./0;

entre la varianza genética aditiva, (Ja ) y la varianza fenotipica, ( La

2 2
Oy

varianza genética aditiva,(o-a), y la varianza fenotipica, ( ) fueron estimadas por el

método de los momentos. La ganancia genética (GG) obtenida por seleccion

fenotipica fue calculada como el diferencial de seleccién, DS (DS = Xs— Xo)

- 2 Ya
multiplicada por la heredabilidad estricta: GG = (DS )'h _ %GG =100(GG)/ XO_

La GG debida a la seleccién por los marcadores ligados a QTL, se obtuvo
considerando QTLs individuales y combinados. La aditividad de los QTLs se evalu6
considerando la diferencia (Di) entre el DS observado (DSo) y el esperado (DSe),

estimando el valor de DSe como la suma de los DSo de los QTLs considerados en la

n
DSe = > DS,,
combinacion., esto es: i=1 ,i=1,2,3...n).

4. Mapeo de QTL

La matriz molecular utilizada en la confeccion del mapa genético informado por Zhang
et al. (2008) fue cedida por el Dr. Jorge Dubcovsky, en funcién de la colaboracion
establecida. Brevemente, el mapa genético utilizado en el analisis de QTL conté con
un total de 269 marcadores incluyendo 230 SSR, 23 marcadores SNP, 10 RFLP, 3
STS, 2 proteinas y 1 marcador morfolégico. La longitud total del mapa fue de 2140 cM,
con un largo promedio por cromosoma de 153 cM (Zhang et al., 2008). El andlisis de

ligamiento fue realizado usando el programa MapMaker versién 3.0b (Lander et al.,
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1987). Las distancias genéticas fueron calculadas con la funcion de mapeo de
Kosambi (1944). Las regiones gendmicas en las cuales el orden de los marcadores
tuvo valores de LOD menores a 2,0 son indicados por lineas verticales sobre los

cromosomas reproducidos en esta tesis.

El mapeo de QTL se realiz6é con el programa Windows QTLCartographer (Wang et al.,
2004) utilizando el modelo 6 del método de mapeo por intervalo compuesto
(Composite Interval Mapping-CIM) con velocidad de avance de 0,5 cM, método de
regresion 3 (Forward and Backward method) para la seleccién de cofactores con
probabilidad de entrada y salida de 5% y tamafo de ventana de 10 cM. La posicién del
posible QTL fue confirmada cuando el valor mayor de LOD estimado superé el valor
umbral de significancia (a=0,05) establecido mediante el método de 1000
permutaciones (Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996).

Se consideraron probables aquellos QTLs que presentaron valores de LOD superiores
a dos e inferiores al valor de significancia. Para el mapeo de QTLs asociados al CIE b*
y el CPC la media de cada ambiente asi como la media de cada campafia y la media
de las dos campafias fueron usadas como vectores fenotipicos. El efecto aditivo de
cada QTL fue estimado como la diferencia media (en unidades del caracter) entre los
dos grupos genotipicos de RILs portando los alelos de Kofa y UC1113. Un valor
positivo significa que el alelo de Kofa incrementa el valor fenotipico mientras que un
valor negativo implica que el alelo de UC1113 aumenta el valor fenotipico (Marza et
al., 2006).

Todos aquellos marcadores mas proximos al pico del QTL y estables (presentes al
menos en tres ambientes), fueron analizados en un ANOVA con la finalidad de
identificar interacciones entre todos los pares posibles de QTLs identificados para
cada caracter. EI ANOVA se realiz6 con el programa SAS version 9.0 PROC GLM
(SAS Institute Inc., Cary, NC).
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Resultados y Discusion
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1. Experimentos a campo

Las 93 RILs, los genotipos parentales y los 8 testigos comerciales utilizados,
totalizando 1828 parcelas experimentales fueron cosechados en los seis ambientes de
cultivo. La Figura 11 muestra fotografias de los ensayos implantados en los tres

campos experimentales donde se desarrollo el trabajo de investigacion.

Figura 11: Fotografias de diferentes estadios fenoldgicos (emergencia, espigazén vy
madurez) del trigo candeal en los ensayos realizados para esta tesis en los campos
experimentales de INTA-Balcarce (A), CEI-Barrow (B,C,F) y ACA-Cabildo (D,G)
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2. Andlisis de datos fenotipicos

El analisis del CPC realizado en los testigos comerciales mostré que el micrométodo
de extraccién de pigmentos realizado en harina integral tuvo una precision muy similar
al método estandar AACC 14-50. Esto fue corroborado por el analisis de correlacion
entre ambos métodos (r=0,94; p< 0,0001; N=90).

Ademas, los valores de CPC obtenidos por el micrométodo estuvieron altamente
correlacionados con los CPC estandar y el CIE b* en sémola (r=0,94; p< 0,0001; N=90,
igual en ambos casos). Ademas, el CIE b* medido en sémola, se encontré altamente
correlacionado (r=0,84; p< 0,0001; N=90) con el CIE b* en harina integral, indicando
que el CIE b* medido en harina integral posee una eficiencia similar a la obtenida con

muestras de sémola, para determinar el color amarillo de los granos.

Una vez comprobada la utilidad del micrométodo en harina integral para estimar el
CPC vy la similitud de las mediciones de CIE b* en ambos tipos de molienda, el
micrométodo y el CIE b* medidos en harina integral fueron utilizados para caracterizar

la poblacién de mapeo.

En las Figuras 12 y 13 se muestra la distribucion de frecuencias de valores
fenotipicos obtenidos en este trabajo (CIE b* y el CPC) para cada ambiente,

considerando el valor promedio de las tres repeticiones para cada RIL.

La distribuciéon normal de los datos obtenidos se analizé por ambiente usando el test
de Shapiro-Wilk al 5% de significancia. El analisis de los datos de las tres repeticiones
por localidad permitié establecer que en la mayoria de los ambientes (4 de 6), la
distribucion fue normal, para ambos caracteres (CIE b* y CPC). En los ambientes IV
(ACA-Cabildo 2007) y V (CEI-Barrow 2007) la distribucion de los datos de CIE b* no
fue normal. Lo mismo sucedié para el CPC en los ambientes I (ACA-Cabildo 2006) y
VI (INTA-Balcarce 2007) (Figuras 12 y 13). Sin embargo, al considerar los valores
promedio por RIL en cada ambiente (valores utilizados para el mapeo de QTL) el test
de Shapiro-Wilk indic6 normalidad de los datos en todos los casos (Tabla 7, pagina
61). Esto podria deberse a la presencia de cierta variabilidad espacial dentro de
algunos ambientes, que es eliminada al promediar las repeticiones y obteniéndose asi

una distribucidon normal.
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Figura 12: Distribucion de frecuencias de los valores promedio de CIE b* por
ambiente. Pr< S-W = valor de probabilidad (p) para el test de Shapiro-Wilk. Un valor p
> 0.05 indica que se acepta la hipotesis de normalidad de los datos.

La distribucion de los valores fenotipicos en las RILs evidencié un tipo de herencia

transgresiva bi-direccional para ambos caracteres en todos los ambientes. Rieseberg

et al. (2003) indican que la segregacién transgresiva es el resultado caracteristico de

la recombinacion de QTLs de efectos antagdnicos presentes en los progenitores. La

distribucion continua observada para ambos caracteres es la esperada para un

caracter cuantitativo, donde ambos progenitores poseen genes positivos y negativos

que afectan el caracter.
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Figura 13: Distribucién de frecuencias de los valores promedio de CPC por ambiente.
Pr< S-W = valor de probabilidad (p) para el test de Shapiro-Wilk. Un valor p > 0.05
indica que se acepta la hipotesis de normalidad de los datos.

Estos, al combinarse en las RILs producen genotipos extremos. EI comportamiento

observado coincide con los resultados obtenidos por otros autores para los mismos
caracteres (Johnston et al., 1983; Elouafi et al., 2001; Mares & Campbell, 2001; Santra

et al., 2005; Clarke et al., 2006). Los ambientes estresantes conducirian a una

segregacion transgresiva negativa (Elouafi et al., 2001; Santra et al., 2005).
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Tabla 7: Test de normalidad de Shapiro-Wilk realizado utilizando los valores promedio
para cada RIL (UC1113 x Kofa) por ambiente (a= 0,05).

CIE b* CPC
Ambiente Localidad / afio Test Shapiro-Wilk Pr<W
I ACA-Cabildo 2006/07 0,727 0,6284
I CEIl-Barrow 2006/07 0,7903 0,4717
11 INTA-Balcarce 2006/07 0,5306 0,6064
I\% ACA-Cabildo 2007/08 0,2148 0,7175
\Y CEIl-Barrow 2007/08 0,1322 0,905
VI INTA-Balcarce 2007/08 0,6334 0,0688

Pr< S-W = valor de probabilidad (p) para el test de Shapiro-Wilk. Un valor p > 0.05 indica que
se acepta la hipétesis de normalidad de los datos.

En el ambiente VI los valores de CPC fueron los mas bajos observados de todos los
ambientes, pero mostraron una segregacion transgresiva positiva (Tablas 8 y 9).
Estos bajos valores podrian explicarse por una fuerte helada ocurrida en etapas
tempranas durante el llenado del grano (15 de noviembre de 2007), que podrian haber
afectado la sintesis de pigmentos (Clarke et al., 2006). Al mismo tiempo, en este
ambiente el rendimiento fue elevado rendimiento (datos no informados). Altos rindes
asociados a granos de gran tamafio disminuyen el CPC por diluciéon, al aumentar otros
componentes del grano como el almidén (Hessler et al., 2002; Clarke et al., 2006). Si
bien el ambiente V también fue afectado por las heladas, estas ocurrieron en un
estadio fenoldgico del cultivo mas avanzado, por lo que el CPC fue afectado en menor

medida.

Tabla 8: Valores de CIE b* de las RILs provenientes de la cruza UC1113 x Kofa en
cada ambiente.

Ambiente

I II I v \% VI
RILs min. 15,00 12,31 13,71 13,68 14,65 12,18
RILs prom. 17,26 16,04 15,57 16,44 16,55 14,38
RIL max. 19,54 18,50 17,66 18,50 18,71 16,24
Kofa 18,13 16,78 16,70 16,91 17,56 15,45
UC1113 16,76 15,17 15,11 15,95 15,62 13,65
DS 0,82 0,93 0,78 0,83 0,87 0,84
N 267 276 279 279 279 271

Prom. = promedio, min. = minima, max. = maxima, DS = Desvio estandar., N= nimero total de
observaciones.

En todos los ambientes los valores minimos y maximos de CIE b* y CPC en las RILs
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superaron a los correspondientes valores parentales (Tablas 8 y 9). El CIE b* varié
entre 12,18 (ambiente VI) y 19,54 (ambiente I), mientras que el CPC lo hizo entre 3,23
(ambiente III) y 9, 66 (ambiente 1I). Como era esperable, la variedad Kofa mostro
valores superiores a los de UC1113 en todos los ambientes considerados en este

estudio para ambos caracteres.

Tabla 9: Valores de CPC de las RILs provenientes de la cruza UC1113 x Kofa en cada
ambiente.

Ambiente

I I I v A% VI
RILs min. 4,74 4,34 3,23 4,14 3,94 3,33
RILs prom. 6,67 6,75 5,56 6,23 5,94 4,81
RIL méx. 9,36 9,66 7,43 8,43 8,13 6,67
Kofa 7,56 7,66 6,16 7,03 7,02 5,68
UC1113 5,60 5,66 4,45 5,57 5,08 3,86
DS 0,92 0,98 0,86 0,84 0,86 0,69
N 267 276 279 279 279 271

Prom. = promedio, min. = minima, max. = maxima, DS = Desvio estandar., N= numero total de
observaciones.

La variedad estadounidense Kofa mostrd valores similares de CIE b* y CPC a la
variedad argentina Buck Topacio y en algunos ambientes no difirieron
significativamente segun el test de Duncan (a= 0,05), mostrando la adaptacion de Kofa
a los ambientes de nuestro pais para estos caracteres. La variedad Buck Topacio fue
el testigo que mostré los valores mas elevados de CPC y CIE b* para el promedio de
los seis ambientes, seguida por Kofa, B.l. Carilé y B.l. Facén. EI mismo resultado se
observé en un estudio reciente de CPC realizado en cuatro ambientes de Canada que
incluyé las variedades Kofa y Buck Topacio, donde esta ultima mostro valores

ligeramente superiores (Reimer, 2008 MSc Tesis).

3. Analisis de lavarianza en RILs

Para determinar la existencia de diferencias entre las RILs en CIE b* y CPC en cada
ambiente de cultivo se realizé un test de ANOVA, considerando el genotipo como
fuente de variacion aleatoria (Tablas 10 y 11). Este analisis indicé que el efecto del
genotipo fue altamente significativo en todos los ambientes para ambos caracteres,

evidenciando un alto componente genético afectando los mismos.
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Los Coeficientes de Variacion (CV%) calculados para el CIE b* fueron bajos,
observandose los mayores valores en los ambientes Il y V (CEIl-Barrow). Un
comportamiento similar se observo para el CPC en los mismos ambientes. EI CV %
fue mayor para las mediciones de CPC en relacién a las de CIE b*. El mismo puede
considerarse aceptable en todos los casos, indicando que la precisién de los

experimentos en cada ambiente fue alta.

Tabla 10: ANOVA individual para el caracter CIE b* analizado por ambiente

Ambiente

[ II 11 I\ A% VI
CM bloque 0,101152 0,320365 0,120523 0,162324 0,516663 0,197234
CM genotipo  1,856041*** 2,373052***  1,688449*** 1,882369*** 2,030036*** 1,911512***
CM residuo 0,095101 0,109286 0,083554 0,093049 0,125457 0,085291
G.L. bloque 2 2 2 2 2 2
G.L. genotipo 88 92 92 92 92 92
G.L. residuo 176 181 184 184 184 176
CV % 1,79 2,06 1,86 1,86 2,14 2,03
R? 0,91 0,92 0,91 0,91 0,89 0,92

CM = Cuadrado medio, G.L. = grados de libertad, *** = p< 0,0001, CV% = Coeficiente de
variacion en porcentaje, R? =Coeficiente de variacion fenotipica explicada por el modelo.

Tabla 11: ANOVA individual para el caracter CPC analizado por ambiente

Ambiente

[ II 11 I\% A% VI
CM bloque 0,466848 0,010668 0,066198 0,354007 1,699045 0,007036
CM genotipo  2,388099*** 2,696144***  2,164239*** 2,057446** 2,054272***  1,350243**
CM residuo 0,074379 0,078622 0,045992 0,034884 0,066431 0,033292
G.L. bloque 2 2 2 2 2 2
G.L. genotipo 88 92 92 92 92 92
G.L. residuo 176 181 184 184 184 176
CV % 4,09 4,15 3,86 3,00 4,34 3,79
R2 0,94 0,95 0,96 0,97 0,94 0,95

CM = Cuadrado medio, G.L. = grados de libertad, *** = p< 0,0001, CV% = Coeficiente de
variacion experimental en porcentaje, R? =Coeficiente de variacion fenotipica explicada por el
modelo.

A fin de evidenciar el efecto del ambiente sobre los caracteres de color en las RILs se
realizd en test de ANOVA conjunto. Para ello se analiz6 la homogeneidad de las
varianzas de acuerdo al criterio de Cruz y Regazzi (1997), que consideran que la

relacion entre el mayor CM residuo / el menor CM residuo entre los experimentos debe
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ser menor a 7. Para el color amarillo esta relacion fue 1,50 mientras que para CPC fue
de 2,36. Al considerarse las fuentes de variacibn como aleatorias es posible extender
nuestros resultados a otras poblaciones, afios y localidades. Teniendo en cuenta estas
consideraciones se realizé entonces un test de ANOVA triple considerando todas las

interacciones posibles (Tablas 12 y 13).

El analisis combinado sobre ambientes revelé un comportamiento distinto para las
variables CIE b* y CPC. No se observaron efectos significativos del afio y la localidad
sobre el CIE b*, aunque las interacciones dobles y triples fueron altamente
significativas (p< 0,01). Esto significa que, si bien existe un fuerte componente
genético afectando el caracter (como se viera previamente el test de ANOVA por
ambiente), los efectos combinados del ano y la localidad ejercen un efecto sobre la

expresion del mismo.

Tabla 12: ANOVA triple para el color amarillo (CIE b*) en 6 ambientes para una
poblacién de RILs de trigo candeal (UC1113 x Kofa)

Fuente de variacion G.L. CSuL;rgr?agoes Cuadr_ado Valor F p
Tipo IIl SS Medio

Genotipo(G) 92 863,10321 9,381557 12,19 <0,0001

Afo(A) 1 101,445065 101,445065 0,92 0,4375

Localidad(L) 2 1013,52106 506,76053 4,6 0,1781

GxA 92 53,68133 0,583493 1,91 0,0001

GxL 184 89,915171 0,488669 1,6 0,0008

AxL 2 218,373017 109,186508 358,51 <0,0001

GxAxL 180 54,906574 0,305037 3,07 <0,0001

(B/L)/A 2 0,973901 0,486951

Residuo 1095 108,971682 0,099518

Total 1650 2507,27314

Media 16,037

CV (%) 1,948

CV%= coeficiente de variacion experimental en porcentaje, G.L.= grados de libertad, Tipo I

SS= Suma de cuadrados para modelos desbalanceados.

El CPC, como se viera previamente es afectado en forma altamente significativa por el
genotipo. Sobre este caracter el efecto del afo y localidad mostré ser significativo (p<
0,05). No se observé interaccién del genotipo con el afo, pero la interaccion del
genotipo con la localidad fue significativa y las interacciones localidad x afio y genotipo

x afo x localidad fueron altamente significativas.
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Tabla 13: ANOVA triple para el CPC en 6 ambientes para una poblacion de RILs de
trigo candeal (UC1113 x Kofa)

Fuente de variacién G.L. Cuac?ruan(;gsdeTipo Clt\Jﬂadr.ado Valor F P

Il SS edio
Genotipo (G) 92 998,584016 10,854174 32,85 <0,0001
Afo (A) 1 184,372937 184,372937 39,81 0,0265
Localidad (L) 2 543,085985 271,542993 56,02 0,0153
GxA 92 20,243464 0,220038 0,72 0,9633
GxL 184 77,00412 0,418501 1,36 0,0197
AxL 2 9,406008 4,703004 15,3 <0,0001
GxAxL 180 55,440481 0,308003 517 <0,0001
(B/L)/A 2 0,274418 0,137209 2,3 0,1004
Residuo 1095 65,218264 0,05956
Total 1650 1951,55503
Media 5,998
CV (%) 3,914

CV%= coeficiente de variacion experimental en porcentaje, G.L.= grados de libertad. Tipo I

SS= Suma de cuadrados para modelos desbalanceados.

Esto significa que el CPC varié en una misma localidad en afos diferentes y asimismo
hubo diferencias entre localidades. En este sentido se desprende de la Tabla 9 que
en el ano 2007 los valores de CPC promedio fueron menores en todas las localidades.
Esto parece deberse a que en ese afo las precipitaciones fueron mayores y en
consecuencia los rendimientos. Se observé que en las localidades donde los rindes

suelen ser mas elevados el CPC es menor.

Resultados similares a los hallados en esta tesis fueron informados por Patil et al.
(2008) quienes analizaron las combinaciones de afio x localidad como 5 diferentes
ambientes y hallaron que el efecto de las RILs, del ambiente y su interaccion fueron
altamente significativos. En la poblacién de mapeo (UC1113 x Kofa), la mayoria de los
genotipos tuvo una posicidn relativa similar en cada ambiente y un analisis detallado
de las medias muestra que la interacciéon fue causada primariamente por cambios en

magnitud, aunque es necesario validar esta afirmacién estadisticamente.

4. Diferencias de medias

Al considerar los valores medios por localidad, como promedio de las dos campanas,
el test de Duncan al 5% de significancia permitié establecer un orden de localidades:
ACA-Cabildo > CEI-Barrow > INTA-Balcarce; con valores decrecientes vy

significativamente diferentes para CIE b* y CPC (Tabla 14). Como se menciond
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previamente los valores de rendimiento siguen un orden creciente inverso al descripto
para el CIE b*y el CPC.

Tabla 14: Comparacion de medias por localidad para CPC y CIE b*, utilizando el test
de Duncan (a= 0,05).

Localidad N CIE b* CPC
ACA-Cabildo 546 16,84a 6,44a
CEl-Barrow 555 16,29b 6,34b
INTA-Balcarce 550 14,98¢c 5,18¢c

Valores con la misma letra no difieren significativamente (a=0,05),
N= numero total de observaciones.

Los resultados contrapuestos del test de ANOVA (falta de significancia de los efectos
afo y localidad) y las diferencias de medias para el caracter CIE b* puede explicarse
en el hecho de haber considerado todos los efectos del ANOVA como aleatorios.
Estos supuestos son necesarios para el calculo de heredabilidad. Sin embargo, el test

de medias considera todos los efectos del ANOVA como fijos.

Al comparar los valores promedio de cada campafia para ambos caracteres, se
encontré que la campana 2006/07 fue significativamente superior segun el test de
Duncan (Tabla 15). Comparando cada localidad en los dos afos de cultivo (I-1V,II-V,
[l -VI) se observé que los valores de la campafa 2006/07 fueron superiores en todas
las localidades para el CPC (Tabla 16). Lo mismo ocurrié para el CIE b*, con la
excepcion de la localidad CEI-Barrow, donde la campafia 2006/07 produjo valores de
CIE b* significativamente menores. Es dificil explicar esta diferencia dado que son

muchas las variables climaticas y técnicas a considerar.

Tabla 15: Comparaciones de medias por afio para CPC y CIE b*, utilizando el test de
Duncan (a= 0,05).

Campana N CIE b* CPC
2006/07 822 16,28a 6,322
2007/08 829 15,79b 5,66b

Valores con la misma letra no difieren significativamente
(«=0,05), N= numero total de observaciones.
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La Diferencia Media Significativa (DMS) calculada con un a=0,05 fue estimada para

ambos caracteres, como se observa en la Tabla 16.

Tabla 16: Comparaciones de medias entre ambientes para CPC y CIE b*, utilizando el
test de Duncan (a= 0,05).

CIE b* C.P.C.
Ambiente N Media DMS (5%) Media DMS (5%)
I 267 17,26a 1,07 6,67b 0,95
Il 276 16,04d 1,15 6,75a 0,97
1 279 15,57e 1,01 5,55e 0,75
v 279 16,44c 1,07 6,23c 0,65
\Y, 279 16,55b 1,24 5,94d 0,90
VI 271 14,38f 1,01 4,81f 0,64

Valores con la misma letra no difieren significativamente (a=0,05), N= numero total de
observaciones.

Como se mencionara en el item anterior, los mayores rendimientos obtenidos en la
campana 2007/08, que fueron para cada localidad superiores a los registrados durante
la campafa anterior (datos no informados en esta tesis) podrian explicar las
diferencias observadas en CPC y CIE b*. Un mayor rendimiento, asociado a granos de
mayor tamafo (como componente del mismo), podria disminuir, por efecto de dilucion
el CPC y en consecuencia el color de los mismos. Este efecto fue mencionado por
otros autores (Hessler et al., 2002; Clarke et al., 2006).

5. Heredabilidad de los caracteres analizados

La estimacion de la heredabilidad para los caracteres de color analizados en esta tesis
resulta de utilidad para poder predecir el éxito en la seleccién fenotipica. Los
resultados del test de ANOVA fueron utilizados para estimar la heredabilidad en
sentido estricto (h?). En este tipo de poblacion de mapeo (RILs), la varianza genética
es esencialmente aditiva por tratarse de lineas homocigotas, siendo despreciable la
varianza debida a la interaccién. Por ello la heredabilidad calculada puede
considerarse en sentido estricto. Los valores de heredabilidad para el CIE b* y el CPC
fueron elevados en todos los ambientes (Tablas 17 y 18). Altos valores de

heredabilidad indican un fuerte efecto del genotipo sobre el CPC vy el color CIE b*.
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Tabla 17: Heredabilidad en sentido estricto del caracter CIE b* calculada por ambiente

Ambiente
1 I il I\ \Y VI Promedio
Varianza genética 0,588 0,755 0,535 0,596 0,635 0,635 0,481
Heredabilidad (h? 0,950 0,955 0,951 0,951 0,938 0,958 0,910

Otros autores también informaron valores medios a elevados de heredabilidad, como
Parker et al. (1998) para CIE b* en harina de trigo pan (0,68) y Elouafi et al. (2001)
para CPC en sémola de trigo candeal en ensayos realizados en 16 ambientes (0,48 y
0,99 con una media de 0,87). Valores elevados de heredabilidad para color fueron
también encontrados por otros autores en trigo (Braaten et al., 1962; Lee et al., 1976;
Johnston et al., 1983; Joppa & Williams, 1988; Nachit et al., 1995; Santra et al., 2005;
Clarke et al., 2006; Kuchel et al., 2006) y tritordeos (Alvarez et al., 1998).

Tabla 18: Heredabilidad en sentido estricto del caracter CPC calculada por ambiente.

Ambiente
[ Il 111 I\ \4 VI Promedio
\Varianza genética 0,786 0,880 0,706 0,674 0,663 0,457 0,600
Heredabilidad (h? 0,970 0,972 0,979 0,983 0,968 0,976 0,969

Patil et al. (2008) informaron heredabilidades en sentido amplio entre 0,52 y 0,75 en
una poblacion de 140 RILs. Recientemente, Zhang et al. (2009) obtuvieron un valor
de heredabilidad de 0,98 para el CPC y 0,99 para CIE b* en harina, sobre 240 RILs
(PH82-2/Neixiang 188) evaluadas en 6 ambientes de China.

6. Correlaciones simples de Pearson entre ambientes para CIE
b*y CPC

El efecto diferencial del ambiente sobre los caracteres en cuestion puede demostrarse

analizando los valores de correlacion fenotipica entre los ambientes (Tablas 19 y 20).
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Tabla 19: Coeficientes de correlacion simple de Pearson entre ambientes para CIE b*.

Ambientes 1 Il 111 I\ \Y VI
I 1 0,76 0,77 0,74 0,69 0,63
II 1 0,78 0,73 0,74 0,61
I 1 0,72 0,72 0,66
I\Y 1 0,74 0,68
A% 1 0,64
VI 1

N= 260-279

N= nUmero total de observaciones

La correlacidon entre ambientes para los valores de CIE b* varié entre 0,61 y 0,78,
mientras para el CPC los correspondientes valores estuvieron entre 0,70 y 0,89. Los
menores valores de correlacion para el CIE b* fueron obtenidos en el ambiente VI, sin
embargo no se observé lo mismo para el CPC. Como se discutiera previamente, el
comportamiento de las RILs en relacién al CPC en los diferentes ambientes fue mas
consistente que en relacién al CIE b*. Esto se evidencié a partir de los mayores

coeficientes de correlacion obtenidos.

Tabla 20: Coeficientes de correlaciéon simple de Pearson entre ambientes para el
CPC.

Ambientes I Il il I\ \ VI
I 1 0,72 0,70 0,87 0,82 0,76
Il 1 0,75 0,82 0,81 0,80
III 1 0,80 0,82 0,80
I\% 1 0,89 0,86
\% 1 0,85
VI 1

N= 260-279

N= numero total de observaciones

Al analizar el comportamiento de las RILs en las localidades durante el primero y
segundo ano por separado (sombreado amarillo) se observa que la correlacién entre
ambientes para el CIE b* fue mayor en el primer afo, con respecto al CPC. En el
segundo afo el efecto fue inverso, con una mayor correlacion entre ambientes
observada para el CPC. Todos los coeficientes de correlacion fueron altamente
significativos (p< 0,0001). Para el CPC la correlacion entre ambientes varié desde 0,70
a 0,89 indicando una alta consistencia de las RILs entre ambientes, sugiriendo que la

interaccion RILs x afio o RILs x localidad no fue compleja.
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7. Correlaciones simples de Pearson entre variables de color

Considerando el total de observaciones (6 ambientes) para las variables de color de la
harina (CIE L*a*b*) y el CPC, se encontré que el CIE b* esta altamente correlacionado
(r=0,83) con el CPC en forma significativa (Tabla 21). Estos valores concuerdan con lo
informado previamente para esta misma poblacién analizada en los Estados Unidos
(Carrera et al., 2007). Los resultados de esta tesis indican que los valores obtenidos
en las RILs con ambas variables son similares, permitiendo ordenarlas en funcion del
color en forma similar (ranking relativo) lo que indica que ambas son efectivas para
distinguir genotipos de alto y bajo color. Esto fue observado previamente en la

evaluacion de los métodos como herramientas de fenotipeado en los testigos.

Tabla 21: Coeficientes de correlacién simple de Pearson entre parametros de color
sobre el total de observaciones.

CIE L* CIE a* CIE b* CPC
CIEL* 1 -0.71*** -0.33*** -0.31***
CIE a* 1 0.24*** 0.16***
CIE b* 1 0.83***
CPC 1

N=1651

*** = p <0,0001, N = namero total de observaciones. CIE L*= Luminosidad, CIE a*= color rojo-
verde, CIE b*= color amarillo, CPC= contenido de pigmentos carotenoides.

No obstante ello, las observaciones de esta tesis sefialan al CPC como un indicador
mas sensible de color en trigo candeal, principalmente cuando se trata de genotipos
con valores intermedios de CIE b*. Cabe recordar, ademas, que en esta tesis se
utilizaron muestras de harina integral y no de sémola para medir el CIE b* y CPC (por
su facilidad y rapidez). Durante la molienda a sémola se eliminan las capas externas
del grano (salvado) que contienen particulas mas oscuras y pueden influir en las
mediciones de color por reflectancia de la luz. Las observaciones de esta tesis indican
que las mediciones del CIE b* en sémola son mas precisas que en harina integral para
diferenciar genotipos con valores intermedios. Sin embargo Johnston et al. (1981)
hallaron buenas correlaciones entre el color de la harina integral (r=0,85 a 0,90) y el

color de la sémola en un grupo de 10 genotipos de trigo candeal.

El andlisis de las RILs en cada ambiente en forma individual mostré que los

coeficientes de correlacion entre CIE b* y el CPC variaron entre 0,83 y 0,86 en cinco

70



de los ambientes y solo alcanzo un valor menor (r=0,78) para el ambiente VI (Anexo
de tablas, Tabla 42).

Otros autores estudiaron previamente el comportamiento del CPC y su relacion con el
color de la harina (CIE L*a*b*) encontrando valores de correlacion altos para CIE b* y
CPC. Algunos primeros estudios informaron una correlaciéon (r=0,85; r=0,83) entre
valor b (Hunter Lab, 1975) vy la luteina y el B-caroteno, respectivamente. Fares et al.
(1991), quienes describieron el micrométodo de extraccién de pigmentos aqui utilizado
obtuvieron una correlacion (r=0,98) altamente significativa entre CIE b* y CPC en
sémola. Taha & Sagi (1987) informaron una correlacién altamente significativa (r=0,88)
y posteriormente Borelli et al. (1999), hallaron un valor de r=0,95 entre ambas

variables, estimado sobre sémola de trigo candeal.

Los valores de luminosidad (CIE L*) estuvieron negativamente correlacionados con el
color rojo (CIE a*) y amarillo (CIE b*) de la harina y con el CPC. Taha & Sagi (1987),
hallaron en trigo candeal que el indice de amarronamiento (100-CIE L*) estuvieron
negativamente correlacionados con el CPC y fuertemente correlacionados (r=0,96), en
forma altamente significativa, con la actividad de las enzimas peroxidasas que actuan
degradando los pigmentos carotenoides en menor medida que las lipoxigenasas.
Estos autores también informaron una correlacién negativa (r=-0, 76) entre el CPC y la
actividad de peroxidasas. Mas recientemente, Kuchel et al. (2006) informaron una

correlacion negativa significativa (r=-0,51) para CIE b* y CIE L* en harina de trigo pan.

8. Correlaciones simples de Pearson entre variables de color y
rendimiento del cultivo

En base a los datos de rendimiento de la campana 2006/07 para la poblacion de RILs,
fue posible analizar la correlacion fenotipica existente entre las variables relacionadas
al color del grano y el rendimiento del cultivo (kg/ha), el PMG, el PH, el nimero de
espigas por m? (ESP/m?), la altura de parcela (ALT) y el nimero de plantas por m?
(PLS/m?). El color CIE b* y el CPC en las RILs estuvieron negativamente
correlacionados en forma altamente significativa con el rendimiento, el PMG y el PH
en los ambientes 1y Ill, como puede observarse en las Tablas 22y 24. Sin embargo,
para el ambiente II se encontr6 una correlacion negativa significativa entre el
rendimiento y el CPC (Tabla 23). Los valores de correlacién fueron ligeramente
superiores para el ambiente I en relacion al ambiente IIl. Los valores de correlacion

fenotipica encontrados no fueron elevados (r<-0,33), por lo que el efecto que estas
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variables sobre una disminucion del CIE b* y el CPC tendria un rol secundario. Sélo
para el ambiente II se hallaron valores débiles de correlacién entre CIE b* y ESP/m?
(r=0,16) y CIE b*-PLS/m? (r=0,15). El CPC estuvo negativamente correlacionado en
forma débil (r=-0,16) con la ALT.

Tabla 22: Coeficientes de correlacién simple de Pearson entre parametros de color y

rendimiento en el ambiente L

PLS/m?> ALT  ESP/m’ Kgha PMG PH CIEL* CIEa* CIEb* CPC
PLS/m? 1 -0,023ns 0,17** 0,00ns 0,00ns 0,02ns 0,03ns 0,00ns -0,05ns 0,04ns
ALT 1 -0,10ns 0,24*** -0,05ns -0,12ns -0,02ns 0,25*** 0,00ns 0,01ns
ESP/m? 1 0,20** -0,07ns -0,07ns 0,02ns -0,13* 0,04ns 0,07ns
Kg/ha 1 0,17** 0,0lns 0,29*** -0,12ns -0,19** -0,20**
PMG 1 0,68***  0,14* -0,21**  -0,33*** -0,33***
PH 1 0,06ns  -0,17** -0,30*** -0,32***
CIE L* 1 -0,58*** -0,08ns 0,07ns
CIE a* 1 -0,10ns  -0,19**
CIE b* 1 0,83***
CPC 1
N=267

*, ¥, *** Correlacion significativa con p< 0,05, p<0,01, p< 0,001 respectivamente. ns= no
significativo. PLS/m?= plantas por m? ALT= altura de parcela, ESP/m2= espigas por m?, kg/ha=
rendimiento del cultivo, PMG= peso de mil granos, PH= peso hectolitrito, CIE L*= valor L* del

MINOLTA, CIE a*= valor a* del MINOLTA.

Tabla 23: Coeficientes de correlacién simple de Pearson entre parametros de color y

rendimiento en el ambiente IL

PLS/m*> ALT ESP/m” Kg/ha PMG PH CIEL* CIEa* CIEb* CPC
PLS/m? 1 0,10ns 0,40** 0,35*** -0,11ns 0,09ns 0,15*  -0,14*  0,15* -0,03ns
ALT 1 0,22** 0,33** 0,08ns 0,14* 0,22** 0,15* -0,00ns -0,16**
ESP/m? 1 0,46** 0,03ns 0,18** 0,25*** -0,07ns 0,16**  0,00ns
Kg/ha 1 0,29** 0,39*** 0,35*** -0,06ns -0,02ns -0,19**
PMG 1 0,38***  0,12* -0,09ns 0,00ns 0,00ns
PH 1 0,21** -0,10ns 0,10ns -0,01ns
CIE L* 1 -0,34*** 0,04ns -0,11ns
CIE a* 1 -0,14*  -0,17**
CIE b* 1 0,83***
CPC 1
N=276

*, ¥, " Correlacion significativa con p< 0,05, p<0,01, p< 0,001 respectivamente. ns= no

significativo. PLS/m?= plantas por m?, ALT= altura de parcela, ESP/m2= espigas por m?, kg/ha=
rendimiento del cultivo, PMG= peso de mil granos, PH= peso hectolitrito, CIE L*= valor L* del
MINOLTA, CIE a*= valor a* del MINOLTA.

Otros autores utilizando la misma poblacion de mapeo empleada en esta tesis

encuentran valores de correlacién negativa entre el CPC y el PMG (r=-0,28) y el CPC
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y el PH (r=-0,24) y también para CIE b* en sémola y PMG (r=-0,22) y CIE b*-PH (r=-
0,28), en promedio para 5 ambientes de los Estados Unidos (Zhang et al., 2008).
Trabajos previos utilizando otras poblaciones de mapeo informan que el PMG y PH se
encuentran negativamente correlacionados con el color del endosperma (Alvarez et
al., 1999; Clarke et al., 2006).

Tabla 24: Coeficientes de correlacién simple de Pearson entre parametros de color y

rendimiento en el ambiente IIL

PLS/m*> ALT ESP/m® Kglha PMG PH CIEL* CIEa* CIEb* CPC
PLS/m? 1 0,14* 0,13* 0,11ns 0,05ns 0,07ns 0,08ns 0,02ns 0,00ns 0,03ns
ALT 1 0,18** 0,63*** 0,53*** 0,28*** 0,19* -0,11ns 0,05ns 0,03ns
ESP/m? 1 0,28*** 0,08ns 0,09ns 0,02ns 0,00ns -0,10ns -0,07ns
Kg/ha 1 0,54*** 0,42*** 0,30 -0,15* -0,16** -0,21**
PMG 1 0,47*** 0,26** -0,17** -0,25*** -0,27***
PH 1 0,35*** -0,25*** -0,21** -0,27**
CIE L* 1 -0,75*** -0,11ns -0,13*
CIE a* 1 -0,20**  -0,17**
CIE b* 1 0,86***
CPC 1
N=279

*, ¥, *** Correlacion significativa con p< 0,05, p<0,01, p< 0,001 respectivamente. ns= no

significativo. PLS/m?= plantas por m?, ALT= altura de parcela, ESP/m2= espigas por m?, kg/ha=
rendimiento del cultivo, PMG= peso de mil granos, PH= peso hectolitrito, CIE L*= valor L* del
MINOLTA, CIE a*= valor a* del MINOLTA.

9. Mapeo de QTL

El mapeo de QTL se realizé utilizando el mapa genético confeccionado por Zhang et
al. (2008) y que contd con un total de 269 marcadores (ver materiales y métodos). La
caracterizacion fenotipica para la identificacion de los QTL se realizd sobre la
poblaciéon de RILs evaluada en seis ambientes de nuestro pais. En la Tabla 25 se
presentan los valores de LOD significativos obtenidos para los caracteres CPC y CIE
b* por ambiente o combinaciones de ambientes analizados establecidos mediante el
test de 1000 permutaciones (Churchill & Doerge 1994).

En general, los valores umbral de LOD obtenidos estuvieron alrededor de 3,0, lo que

equivale a considerar que es 1000 veces mas probable que el/los marcadores estén

asociados al caracter a que no lo estén.
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Tabla 25: Valores de LOD significativos (obtenidos por el test de 1000 permutaciones)
para el CPC y CIE b* en la poblacion de RILs (UC1113 x Kofa), evaluada en 6
ambientes de Argentina.

LR corte LOD corte
Ambiente CIE b* CPC CIE b* CPC
[ 14,18 14,24 3,08 3,10
I 14,04 14,32 3,05 3,11
I 14,78 14,44 3,21 3,14
Promedio 2006/07 13,99 14,12 3,04 3,07
v 13,72 13,46 2,98 2,93
A% 14,78 13,65 3,21 2,97
VI 13,79 14,96 3,00 3,25
Promedio 2007/08 14,52 14,28 3,16 3,10
Promedio 6 ambientes 14,13 14,25 3,07 3,10

Las Tablas 26 y 27 resumen el total de QTL identificados para el CIE b* y el CPC,
respectivamente. Los QTL sombreados corresponden a aquellos que resultaron ser
altamente significativos segun el test de 1000 permutaciones. Los QTL detectados
combinando las diferentes localidades en cada campafa y el promedio de los seis
ambientes, serian los QTL mas estables, que estarian afectando el caracter mas alla

del efecto ambiental.

Tabla 26: QTL para el color amarillo en harina (CIE b*) identificados en la poblacién de
RILs (UC1113 x Kofa) en 6 ambientes de Argentina

Ambiente CIE b*
I 4AL1 4AL.2 6AL.2 7AS 7BS 7BL
I 1BS 4AL.1 6AL.1 6AL.2 TAL 7BS
I B6AL.2 7AS 7BS 7BS 7BL
Combinado 2006/07 1AL 1BL 6AL.2 7AS 7BS 7BL
v 1BL 4AL.1 | 4AL.2 6AL.1 6AL.3 7AS 7BL
A% 1BL | 4AL.2 5AS 5BL 6AL.1 6AL.3
VI 3BS 5AS 5AL 7AS TAL 7BL

Combinado 2007/08 1BL = 4AL.2 5AS 5BL 6AL.1  6AL.3 7AS

Combinado 6 ambientes 1BL 2AS 4AL.2 5BL 6AL.2 7AS 7TAL 7BS 7BL
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Tabla 27: QTL para el CPC identificados en la poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) en
6 ambientes de Argentina

Ambiente CPC
I 4AL A1 5AL BAL.1 6AL.3 7AS 7BL
II 1BL 4AL.2 BAL.2 7AS 7AL 7BL
II 6AL.2 7AL 7BS 7BL
Combinado 2006/07 5BL 6AL.2 7AS 7BS 7BL
IV 1BL 2AS 6AL.2 7AL 7BS
\% 1BL 2AS 5BL 6AL.2 7BS
VI 1BL 5AS 6AL.2 7AS 7BL
Combinado 2007/08 1BL 2AS 5BL 6AL.2 7BS
Combinado 6 ambientes 1BL 5BL BAL.2 7AS 7BS 7BL

Los QTL informados como probables en un ambiente particular son aquellos que
presentan un valor de LOD entre 2,0 y el umbral de significancia y coinciden con otro
QTL identificado en uno o varios ambientes en forma significativa para alguno de los
dos caracteres. En los casos donde fue identificado mas de un QTL sobre el mismo
brazo cromosémico, se los diferencié agregando un numero (1,2,3....n) separado por

un punto del correspondiente nombre del cromosoma (ej.: 4AL.1; 4AL.2).

9.1 Mapeo de QTL asociados al CPC

En este trabajo se identificaron un total de 11 QTL significativos para el CPC en los
ambientes Il y Ill y en el andlisis de QTL combinado correspondiente a la campafa
2006/07. Por otro lado, la Tabla 28 muestra diez QTL adicionales que pueden
considerarse probables, con valores de LOD entre 2 y el umbral de significancia. Para
la campafia 2007/08 se detectaron un total de 12 QTL significativos asociados al CPC
y 8 QTL probables (Tabla 29).

Los QTL mas importantes afectando este caracter fueron identificados sobre los
cromosomas 6A, 7A y 7B. Los mismos se encontraron presentes en la mayoria de los
ambientes. En la primera campana se encontraron QTL en los cromosomas 4A, 5A y
6A (4AL.1, 4AL.2, 5AL, 6AL.1 y 6AL.3) que no estuvieron presentes durante la
segunda campafa. En la campana 2007/08 se identificaron dos QTL adicionales sobre
los cromosomas 2AS y 5AS que no habian sido detectados en el primer afio de
evaluacion. En la segunda campafa los QTL 1BL y 5BL fueron observados en mayor

cantidad de ambientes.
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Los QTL 2AS, 4AL.2, 5AS, 6AL.1, 6AL.2, 6AL.3, 7AS, 7AL, 7BS se ubicaron entre los
mismos marcadores flanqueantes a lo largo de los seis ambientes y en los analisis
combinados, por lo que su posicion puede ser considerada estable. Mientras que el
pico de los QTL 1BL, 4AL.1 5BL y 7BL se mostré mas inestable a lo largo de los
ambientes (Tablas 28 y 29).

De este analisis se desprende que ambos progenitores portan alelos favorables para
el caracter. En la mayoria de los QTL el alelo favorable fue aportado por Kofa, siendo

este el progenitor de mejor color.

En el proximo apartado se describen los QTL encontrados por cromosoma.
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Tabla 28: QTL para CPC identificados en la poblacion de RILs de trigo candeal
(UC1113 x Kofa) durante la campana 2006/07

Posicion

Ambiente Cromosoma Marcadores flanqueantes (cM) f Alelo del pico LOD Efggto '32
avorable (cM) aditivo (%)

4AL.1 Lpx-A3--wmc617a(4,8) U 23,3 3,89 -0,31 11,90

5AL wmc727-cfa2149(1,7) U 196,01 3,53 -0,29 9,96

I 6AL.1 barc146(0,0)-gwm132 K 36,21 7,53 045 2275
6AL.3 barc353-gwm169(4,2) K 88,41 281 0,29 9,81

7AS barc174(2,0)-barc1034 U 76,31 262 -0,25 7,44

7BL Psy-B1-cfa2257(0,3) K 199,01 3,40 0,30 9,33

1BL BE443797_436(5,0)- barc302 K 5211 3,81 0,31 10,17

4AL.2 wmc219(0,0)- wmc722 K 126,21 5,43 0,34 11,99

6AL.2 barc113-wmc553(0,7) K 66,41 7,05 041 16,76

II 7AS BQ170462_176-barc174(0,0) u 7431 241 -021 4,41
7AL wmc116-cfdéa(0,1) U 171,11 2,67 -0,24 5,52

7BL wmc311(7,0)- wmc276 K 170,41 537 0,42 16,90

7BL cfa2040 -barc1073(0,2) K 184,41 497 0,35 11,07

6AL.2 barc113-wmc553(1,2) K 65,91 7,15 041 20,91

7AL wmc116-cfd6a(0,0) u 171,11 2,88 -0,24 7,04

Il 7BS barc23a-barc72(1,3) K 5791 225 0,23 6,36
7BL wmc311-wmc276(5,3) K 176,91 226 0,27 8,46

QTL 5BL wmcl149-barc74(1,1) u 40,11 2,29 -0,19 5,26

combinado 6AL.2 barc113-wmc553(1,7) K 65,41 10,83 0,46 30,97
afio 2006/07 7AS BQ170462_176-barc174(0,0) u 74,31 259 -0,20 5,61
7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 2,21 0,20 5,04

7BL Psy-B1-cfa2257(3,8) K 195,51 3,12 0,27 847

1,2,3 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosoémico. R’= % de la

varianza explicada por el QTL. I

U=UC1113, K= Kofa.

= ACA-Cabildo,
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Tabla 29: QTL para CPC detectados en la poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) de trigo
candeal en la campana 2007/08

Posicion

Ambiente  Cromosoma Marcadores flanqueantes (cM) f Alelo del pico LOD Efggto '32
avorable (cM) aditivo (%)

1BL BE443797_436(3,5)-barc302 K 50,61 2,07 0,20 5,38

2AS wmc382-gwm?296(0,0) U 22,81 269 -0,22 6,66
I\ 6AL.2 barc113-wmc553(2,2) K 64,91 10,43 0,49 33,44
7AL gwm276-wmc116(11,8) u 158,81 2,09 -0,26 9,24

7BS barc23a-barc72(0,3) K 58,91 3,60 0,27 9,56

1BL BE443797_436-barc302(6,4) K 5411 2,28 0,21 6,20

2AS wmc382-gwm296(0,0) U 22,81 2,72 -0,21 6,01

A% 5BL gwm499-BE495277_339(0,0) u 73,31 3,77 -0,26 8,95
6AL.2 barc113-wmc553(2,2) K 64,91 13,74 0,55 42,67

7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 409 0,27 954
1BL Psr162-wmc728(18,8) K 125,61 2,55 0,33 22,39

5AS wmc350(0,0)-gwm47 U 0,01 3,17 -0,21 8,29
VI 6AL.2 barc113-wmc553(1,7) K 6541 6,45 0,30 18,61
7AS BQ170462_176-barc174(0,0) U 74,31 224 -0,16 5,41
7BL cfa2040(0,5)-barc1073 K 183,91 555 0,29 14,99

QTL 1BL BE443797_436(2,5)-barc302 K 4961 250 0,19 6,12
combinado 2AS wmc382-gwm296(0,0) U 2281 359 -022 8,10
afio 2007/08 5BL gwm499-BE495277_339(0,0) u 73,31 3,87 -0,24 9,20
B6AL.2 barc113-wmc553(2,2) K 6491 13,21 0,49 4047
7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 4,40 0,26 10,34

1,2,3 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosoémico. R’= % de la
varianza explicada por el QTL. IV = ACA-Cabildo, V = CEIl-Barrow , VI = INTA-Balcarce.
U=UC1113, K= Kofa.

9.1.1 Cromosoma 6A

Un QTL mayor fue identificado sobre el cromosoma 6AL (6AL.2) en 5 de los ambientes
analizados (IL1II, IV, V, VI), flanqueado por los marcadores barc113 y wmc553, (mas
fuertemente ligado al SSR wmc553). El alelo favorable fue aportado por la variedad
Kofa. Este QTL explicé la mayor parte de la variacion fenotipica en cuatro de los
ambientes evaluados (IlI, 20,91 %; IV, 33,44 %; V, 42,67 % y VI, 18,61 %) y en los
analisis combinados 2006/07 (30,97 %) y 2007/08 (40,47 %). En el analisis sobre el
promedio de los seis ambientes el QTL 6AL.2 explicd la mayor parte de la varianza
fenotipica (29,85 %).

El QTL 6AL.2 no se detectdé en el ambiente 1. Sin embargo, se identificaron otros dos
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QTL (6AL.1 y 6AL.3) sobre este mismo cromosoma en una posicion anterior y
posterior al mismo. El QTL 6AL.1 fue el principal QTL identificado en ese ambiente y
estuvo flanqueado por los marcadores SSR barc146 y gwm132, explicando el 22,75 %
de la variacion fenotipica para el CPC. En el ambiente II, el QTL 6AL.2 explicé un
16,76 % de la variacién fenotipica, en comparacion al 16,90 % explicado por otro QTL

identificado sobre el cromosoma 7BL.

La poblacion de RILs derivada de la cruza UC1113 x Kofa también fue evaluada, como
se mencionara, en ambientes de los Estados Unidos, donde se detect6 un QTL
asociado al CPC sobre el cromosoma 6AL. EI mismo se encontré fuertemente ligado al
SSR wmc553 y su posicion varié entre los marcadores barc113 y gwm570 (Zhang et
al., 2008).

9.1.2 Cromosoma 7B

QTL 7BL

El QTL detectado sobre el cromosoma 7BL mostré una posicion de LOD maximo
diferente para los ambientes [, II y III (Figura 13). En el analisis combinado de la
primera campafia este QTL se encontré flanqueado por los marcadores Psy-Bl vy
cfa2257, siendo esta la posicion mas probable. EI marcador STS Psy-B1 es un
marcador génico disefiado en funcién de la secuencia del gen para la enzima fitoeno
sintasa 1 (PSY1), involucrada en la via biosintética de carotenoides. Aunque el QTL
7BL se encontré flanqueado por el marcador Psy-Bl, el maximo valor de LOD no se

ubicd sobre este marcador pero si sobre el marcador flanquearte cfa2257.

En la campana 2007/08 el QTL 7BL sélo fue detectado en el ambiente V y no se lo
observo en el analisis combinado de esta campafia. Al utilizar los valores promedios
de los seis ambientes, los resultados del mapeo indican la presencia de dos QTL muy
proximos en el 7BL, separados por 10,9 cM (Tabla 33). Estos dos QTL pueden
observarse sobre la Figura 13, en la regién distal del brazo largo de este cromosoma

(regiones indicadas en negro).
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Figura 14: Identificacion de QTL asociados a CPC sobre el cromosoma 7B de trigo
candeal (significativos y probables). Las barras coloreadas corresponden a la posicion
del pico del QTL en cada ambiente (Figuras modificadas de Zhang et al., 2008)

El pico del QTL 7BL se ubico ligado alternativamente al SSR cfa2257, marcador
flanqueante al gen Psyl1-7B y entre los SSR wmc311 y wmc276 ubicados a 27,6 y 8,8
cM de Psyl1-7B, respectivamente. En el analisis combinado de los seis ambientes los
dos QTL detectados en 7BL se ubicaron sobre el marcador SSR barc1073, separado

por 6,4 cM de Psyl-7B y asociado al SSR cfa2257, respectivamente (Tabla 33).

Los resultados de esta tesis coinciden, en gran medida, con lo informado por Zhang et
al. (2008), aunque estos autores encontraron al SSR barc340 mas fuertemente
asociado al QTL 7BL. Estos autores sugirieron la presencia de dos genes afectando el
CPC en la region 7BL. La hipdtesis planteada seria consistente con los resultados del
mapeo en nuestro pais, que evidencian indirectamente la existencia de un segundo
gen afectando el CPC en esta region, pero nuestro segundo gen estaria mas asociado

al marcador barc1073, que al barc340.

Se ha afirmado en varias publicaciones recientes la importancia de la enzima PSY en

80



la sintesis de pigmentos carotenoides, tanto en trigo hexaploide como tetraploide
(Pozniak et al., 2007; Zhang & Dubcovsky, 2008; He et al., 2008; He et al., 2009;
Zhang et al., 2009). Pozniak et al. (2007) fueron los primeros autores que propusieron
a esta enzima como candidata para el QTL identificado previamente por Elouafi et al.

(2001) sobre el brazo largo del cromosoma 7B.

El QTL 7BL localizado en esta tesis fue informado de manera consistente en
poblaciones de trigo tetraploide (Elouafi et al., 2001; Pozniak et al., 2007; Patil et al.,
2008; Zhang & Dubcovsky, 2008; Zhang et al., 2008), trigo hexaploide (Parker et al.,
1998; Mares & Campbell, 2001; He et al., 2008; Zhang & Dubcovsky, 2008; Zhang et
al.,, 2009; He et al.,, 2009), Lophopyrum ponticum (Zhang et al., 2005; Zhang &
Dubcovsky, 2008) y Hordeum chilense (Atienza et al., 2007a), lo que sugiere la
presencia de, al menos, un gen mayor para esta region afectando el CPC en las

triticeas.

Recientemente, se han desarrollado marcadores STS para los genes Psy-1.B y Psy-
1.A y su utilidad en la seleccion fue validada en germoplasma de distintos origenes
(He et al., 2008; 2009). Por otro lado, utilizando como estrategia complementaria la
técnica de mapeo por asociacién, los genes homedlogos Psy-1.B y Psy-1.A fueron
localizados sobre los cromosomas 7B y 7A respectivamente, la misma region en la

cual se identificaron previamente QTL asociados al CPC (Reimer, 2008. MSc Tesis).

Un QTL asociado al CPC fue identificado en el cromosoma 7BL sobre el mapa
consenso de trigo candeal, de reciente publicacion (Clarke et al., 2008). Este QTL fue
posicionado sobre los SSR wmc276, cfa2040, barc1073, barc340, gwm146 y el gen
Psyl-7B, los cuales fueron mapeados en la misma regiéon cromosémica sobre la
poblaciéon de RILs UC1113 x Kofa. Segun Pozniak et al. (2007), el QTL 7BL se
encuentra flanqueado por el SSR gwm146, que mapea aproximadamente a 5,0 cM del
gen Psy-1.7B. En nuestra poblacién el SSR gwm146 maped en la misma posicion que
el gen Psy-1.7B. Por otro lado, Elouafi et al. (2001) informan al QTL 7B asociado al
CPC flanqueado por el marcador gwm344. Este no fue amplificado en la poblacion
UC1113 x Kofa, pero mapedé 1,5 cM de gwml146 en el mapa consenso de trigo
hexaploide (Somers et al.,, 2004) y a 1,4 cM en el mapa consenso de trigo candeal
(Clarke et al., 2008).

QTL 7BS

Un QTL adicional para el CPC fue identificado sobre el brazo corto del cromosoma 7B
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(7BS), flanqueado por los SSR barc23a y barc72 (Figura 13). Este QTL fue
significativo en la campana 2007/08 en los ambientes IV y V y en el analisis
combinado. También se lo detecté como probable en el ambiente IIl, en el analisis
combinado 2006/07 (Tabla 28) y el analisis combinado para los seis ambientes (Tabla
33). De manera que este QTL se mostré6 mas estable en la camparia 2007/08, pero no
al considerar los seis ambientes. El QTL 7BS no fue identificado en los ambientes de

Estados Unidos utilizando esta misma poblacién (Zhang et al., 2008).

El unico informe de la presencia de este QTL en trigo candeal fue realizado por Patil et
al., (2008) quienes lo denominaron QYp.macs-7B. El mismo se encontré ligado al SSR
gwm46, que en la poblacién de RILs UC1113 x Kofa mapeéd a una distancia de 0,8 cM
del SSR barc23a, marcador que flanqueé en el presente analisis al QTL 7BS.
Coincidentemente, el marcador gwm46 flanqued a un QTL asociado al contenido de
luteina, medida por HPLC, sobre un poblacion de lineas DH derivadas de la cruza
Kofa X W9262-260D3 (Singh et al., 2008). Este marcador y el QTL asociado al
contenido de luteina se encontraron sobre el cromosoma 7B en el primer mapa
consenso de trigo candeal publicado (Clarke et al., 2008). Como ya se mencionara al
introducir el tema, la luteina es el principal carotenoide presente en trigo candeal
(Lepage & Sims, 1968). Utilizando mapeo por asociacion (MA) se encontré un QTL
asociado al CPC en el brazo corto del cromosoma 7B, sobre los SSR gwm537,
gwm400, wmc758 y wmc475 (Reimer, 2008, MSc Tesis). Como se discute mas
adelante, en esta tesis se encontré un QTL en el 7BS asociado al CIE b* entre los

marcadores flanqueantes gwm537 y gwm400.

9.1.3 Cromosoma 7A
Dos QTL para al CPC se ubicaron sobre el cromosoma 7A (7AS y 7AL), asociados de
manera estable con un marcador flanqueante comun (barcl174 y wmcl16, sobre el
7AS y 7AL, respectivamente) en todos aquellos ambientes donde fueron detectados
(Figura 14).

QTL 7AS

EL QTL 7AS fue identificado como probable, con valores de LOD entre 2 y 3, en los
ambientes [ II, VI y en el andlisis combinado 2006/07 y combinado de los seis
ambientes (Tablas 28, 29 y 33). Para el analisis combinado de los 6 ambientes, si bien
no alcanzo a ser significativo, tuvo un valor de LOD de 2,85. Este QTL fue asociado
significativamente al CIE b*, como se discute mas adelante. Se trata de un QTL

menor, que explica entre un 4,4 y 7,5 % de la variacion fenotipica para el caracter.
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Estuvo flanqueado por los marcadores BQ170462_176 y barcl74, con la excepcion
del ambiente 1. donde se posicioné entre los SSR barc174 y barc1034. El SSR barc174
fue el mas fuertemente ligado al QTL 7AS, cuyo alelo favorable fue aportado por
UC1113. La evaluacién de estas RILs realizada en los Estados Unidos identifico esta
region genémica como asociada a la altura maxima del mixograma (peak height -

PkHT), solapandose con el QTL 7AS, asociado al CPC en esta tesis.

Este es el primer informe de la existencia de un QTL sobre el cromosoma 7AS
asociado al CPC ¢ al CIE b* (como se verd mas adelante). La presencia del QTL
7BS, region homeologa, fue informada recientemente (Patil et al., 2008; Clarke et
al., 2008).

Elouafi et al. (2001) encontraron dos QTL sobre el cromosoma 7A (QYp-7A.1, QYp-
7A.2) y aunque ambos fueron detectados sobre el brazo largo, el QTL QYp-7A.1 se
ubicé préximo al centromero. Por otro lado, Blanco et al. (2002) informaron la
presencia de QTL asociados al rendimiento (kg/ha) en 7AS y 7BS y sus posibles
efectos pleiotropicos sobre otros QTL asociados al contenido de proteina en estas
mismas regiones. Kumar et al. (2006) informaron dos QTL solapados asociados a
fecha de espigazon y PMG en trigo pan sobre el 7AS. De manera similar, Elouafi &
Nachit (2004) hallaron en trigo candeal un QTL asociado a PH sobre 7AS, que explicd
17% de la variacion fenotipica. En los andlisis de correlacion realizados en el presente
trabajo se expuso la asociacién encontrada entre el CIE b*, el CPC y los caracteres de
rendimiento Kg/ha, PH y PMG. Por ello, podria suponerse la existencia de efectos
pleitropicos sobre este nuevo QTL, pero sera necesario validar la posicion y el origen

del mismo.

QTL 7AL

Un QTL probable fue mapeado sobre el brazo largo del cromosoma 7A (7AL) en tres
ambientes (II, Il y IV) pero no se lo detecté en los analisis combinados. Este QTL fue
asociado al CPC, color de sémola y pasta en los Estados Unidos utilizando la misma
poblacion de RILs. EI mismo explicod la mayor parte de la varianza fenotipica para los
caracteres mencionados (22, 25 y 15 % respectivamente). La expresién del mismo no
fue tan significativa en la Argentina, donde sélo explicé entre un 5,5y 9,3 % de la
variacion para el CPC. El alelo positivo para este QTL fue aportado por el progenitor
uC1113.

Pozniak et al. (2007) confirmaron que el locus Psy-1 reside sobre el grupo de
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cromosomas homeodlogos 7 en trigo candeal. El gen Psy-1.7A es homedlogo a Psy-

1.7B, y podria ser responsable de la variacion del CPC asociada con el QTL 7AL.
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0.0 gwm635
15.0 barc70, wmc479
28.6 wmcl68
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Figura 15: Identificacion de QTL (significativos y probables) asociados a CPC sobre el
cromosoma 7A de trigo candeal. Las barras coloreadas corresponden a la posicion del
pico del QTL en cada ambiente (Figuras modificadas de Zhang et al., 2008)

Sin embargo, este gen no mostré diferencias ni en la secuencia de la region
codificante ni en el promotor entre los alelos de Kofa y UC1113 (Zhang & Dubcovsky,
2008). Este descubrimiento, junto con el mapeo fisico de Psy-1.7A, utilizando lineas de
delecién de Chinese Spring, en un bin localizado distalmente al pico del QTL 7AL
(identificado en ese estudio), sugeriria que un gen diferente a Psy-1.7A es el
responsable de las diferencias en CPC asociadas al QTL 7AL. Coincidentemente,
sobre la poblacion W9262-260D3/Kofa, el alelo homoedlogo Psy-1.7A no fue asociado
con el color del endosperma y no se encontraron alelos polimorficos entre los
progenitores (Pozniak et al., 2007) EI gen Psy-1. 7A fue clonado y utilizado para
desarrollar un marcador funcional co-dominante (YP7A) cuya utilidad fue validada en

cultivares primaverales chinos (He et al., 2008).
La posicién del QTL 7AL detectado en los Estados Unidos y la Argentina resulté ser

idéntica, y los resultados de esta tesis apoyarian la hipétesis acerca de la presencia de

un segundo gen afectando el CPC.
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El 7AL también se encontrd utilizando otras poblaciones de mapeo de trigo candeal
(Elouafi et al., 2001; Somma et al., 2004; Patil et al., 2008), y en trigo pan explicé la
mayor parte de la variacién fenotipica para el caracter (Parker et al., 1998; Mares &
Campbell 2001; McCartney et al., 2006; He et al., 2008; Zhang et al., 2009). En trigo
candeal este QTL (QYp.macs-7A), mapeado utilizando la poblacion PDW233 x
Bhalegaon4, resulté ser un QTL mayor que explicé un 55,22 % de la variacion del
CPC (Patil et al., 2008).

9.1.4 Cromosoma 1B
En este estudio se encontré al QTL 1BL asociado al CPC flanqueado por el SNP
BE443797 436 y el SSR barc302 en los ambientes II, IV, V, el analisis combinado
2007/08 y el analisis combinado de los seis ambientes. Sin embargo, solo resultd
significativo para el ambiente I, donde explicé un 10,17 % de la variacion fenotipica.
También se lo mapeo como probable en el ambiente VI, estando el pico ubicado mas

distalmente, entre los marcadores Psr162 y wmc728.

En Estados Unidos se identific6 un QTL en este cromosoma flanqueado por los
marcadores wmc626 y barc302. El mismo estuvo asociado al color de pasta y al CPC.
Otro QTL, asociado al PH, se encontré solapado con los anteriores (Zhang et al.,
2008). Aparentemente la misma region estaria afectando el PH y el CPC. En esta
tesis, el andlisis de correlacion mostré que el PH estd asociado negativamente, en
forma altamente significativa, al CPC en los ambientes 1 y III (r=-0.32 y r=-0,27)
(Paginas 70y 71).

9.1.5 Cromosoma 2A

Los marcadores SSR wmc382 y gwm296 flanquearon el QTL menor 2AS, identificado
en los ambientes IV, V y el andlisis combinado 2007/08 como asociado al CPC (Tabla

29). Sdlo resultd significativo en el analisis combinado.

Genes mayores para el color amarillo fueron encontrados sobre el grupo cromosémico
2 de trigo candeal (Joppa et al., 1988). Otros autores también encuentran QTL para
CPC en esta region (Pozniak et al. (2007) y regiones homeodlogas (Mares & Campbell,
2001; Somma et al., 2004).

Este QTL no fue detectado en la misma poblaciéon en Estados Unidos (Zhang et al.,

2008). Sin embargo, Cenci et al., (2004) mapearon en este cromosoma dos clones
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putativos del gen para la enzima (-caroteno desaturasa (Zds) en trigo candeal. En
maiz se ha clonado el gen que codifica para esta enzima (Matthews et al., 2003) y su
importancia en la acumulacién de carotenoides en la semilla ha sido verificada (Wong
et al., 2004). Este gen fue propuesto por Pozniak et al., (2007) como candidato para el
QTL localizado en 2A. Este mismo informé recientemente un QTL mayor asociado al
contenido de luteina y zeaxantina localizado sobre el cromosoma 2A (Singh et al.,
2008). En el mapa consenso de trigo candeal informado por Clarke et al. (2008) se
identifico un QTL para CPC en el cromosoma 2AS vy la region cercana al centromero

sobre 2AL fue asociada con el contenido de Luteina y Zeaxantina.

En 1999, Jimenez & Dubcovsky ya habian asignado un importante rol en la actividad
polifenol oxidasa (PPQO) en trigo pan y candeal a genes localizados sobre el grupo
homeologo 2. Esta enzima ha sido implicada en la decoloracion de noodles asiaticos y

mapea en la misma region. Por ello también podria ser considerada candidata.

Los QTL identificados sobre 4AL, 5AS, 5AL y 5BL seran discutidos junto con los

detectados para el color CIE b*.

9.2 Mapeo de QTL asociados al color amarillo

El CIE b* fue utilizado, al igual que el CPC, para mapear QTL sobre la poblacion
UC1113 x Kofa. Durante la campafna 2006/07 se detectaron un total de 15 QTL
significativos en los ambientes [ I, Il y el analisis combinado de esa campanfa,
mientras que 8 QTL adicionales fueron identificados como probables (Tabla 30). Los
analisis de mapeo de la segunda campafia (2007/08) detectaron 15 QTL significativos
en los ambientes IV, V, VI y el analisis combinado. También se encontraron 11

probables QTL en esta campafia (Tabla 31).

Los principales QTL identificados coincidieron con los encontrados previamente para
el CPC (4AL.1, 4AL.2, 6AL.1, 6AL.2, 6AL.3 T7AS, 7AL, 7BS y 7BL). Estos QTL
mantuvieron una posicion estable a lo largo de los seis ambientes, con la excepcion de
los QTL 4AL.1 y 7BL. Otros QTLs fueron detectados en algunos ambientes en
particular sobre los cromosomas 1AL, 3BS, 5AS, 5AL y 5BL pero no fueron

consistentes.
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Tabla 30: QTL para color amarillo (CIE b*) detectados en la poblacién de RILs

(UC1113 x Kofa) de trigo candeal en la campana 2006/07.

Posicion

2
Ambiente Cromosoma Marcadores flanqueantes (cM) fa\ﬁ;(reell?ale de(z::ﬂ;:o LOD Eg(iat?\}g (EZ)
4ALA DuPw4-barc170(0,5) U 45,71 3,39 -0,24 9,10
4AL.2 wmc219(0,0)-wmc722 K 126,21 3,15 0,23 8,34
| 6AL.2 barc113-wmc553(1,7) K 6541 554 0,34 17,09
7AS wmcl168(10,5)-barc219 U 39,11 3,11 -0,29 12,56
7BS barc23a-barc72(0,3) K 58,91 2,34 020 6,24
7BL Psy-B1-cfa2257(2,3) K 196,01 2,70 0,26 8,86
1BS gwm374(4,5)-wmc406 K 4,51 271 0,26 7,99
4ALA DuPw4-barc170(0,0) U 46,21 3,64 -0,26 8,39
II 6AL.1 barc146(0,0)-gwm132 K 36,21 567 0,37 16,06
6AL.2 barc113-wmc553(0,7) K 66,41 2,32 0,24 5,61
TAL wmcl16-cfd6a(4,8) ] 165,81 5,83 -0,43 2247
7BS barc72(0,0)-gwm297 K 59,21 4,39 0,33 12,76
6AL.2 barc113-wmc553(0,7) K 64,91 857 0,40 28,30
I 7AS BQ170462_176-barc174(0,2) u 7411 424 -026 11,73
7BS gwm537-gwm400(0,8) K 22,31 293 0,22 8,44
7BS barc23a-barc72(0,3) K 58,91 2,08 0,18 5,09
7BL Psy-B1-cfa2257(0,8) K 198,51 4,25 0,28 12,05
1AL Cfa2147-CD0O393(0,4) K 155,51 2,27 0,17 5,27
1BL psr162(22,0)-wmc728 K 120,61 2,55 0,36 21,85
QTL combinado 6AL.2 barc113-wmc553(0,2) K 66,91 9,73 0,39 26,03
afio 2006/07 7AS BQ170462_176-barc174(0,0) U 74,31 358 -0,23 8,17
7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 3,51 0,23 8,31
7BL Psy-B1-cfa2257(2,8) K 196,51 4,34 0,28 11,70

1,2,3 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosoémico. R’= % de la
varianza explicada por el QTL. I = ACA-Cabildo,

U=UC1113, K= Kofa.
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Tabla 31: QTL para color amarillo (CIE b*) detectados en la poblacién de RILs

(UC1113 x Kofa) de trigo candeal en la campana 2007/08.

Posicion

2
Ambiente Cromosoma Marcadores flanqueantes (cM) fa\fgict))le de(ICK)/:;;o LOD Eg(iat?\}g (EZ)
1BL barc181(8,5)-GluB1 K 71,81 254 0,25 9,31
4ALA1 gwm192b-Lpx-A3(6,0) u 12,31 2,36 -0,24 8,69
v 4AL.2 wmc219(0,0)- wmc722 K 126,21 3,50 0,26 10,44
6AL.1 barc146(0,0)-gwm132 K 36,21 582 0,35 18,38
6AL.3 barc353-gwm169(2,2) K 90,41 3,40 0,29 12,38
TAS wmc168(8,8)-barc219 U 36,61 2,57 -0,30 13,31
7BL Psy-B1-cfa2257(0,3) K 199,01 2,26 0,21 5,96
1BL barc181-GluB1(2,3) K 80,31 240 0,22 6,72
4AL.2 wmc219(0,0)- wmc722 K 126,21 3,03 0,22 6,73
\% 5AS wmc350-gwm47(1,5) u 2,01 454 -0,30 12,88
5BL barc74(1,5)-gwm371 U 42,71 430 -0,29 12,23
6AL.1 barc146(0,0)-gwm132 K 36,21 7,31 0,39 21,38
6AL.3 gwm169(0,0)-BE483091 472 K 92,61 3,89 0,28 10,39
3BS gwm493-cfd79(2,0) u 20,01 244 -0,23 7,57
5AS wmc350(0,0)-gwm47 U 0,01 511 -0,34 16,20
VI 5AL wmcl110-wmc577(6,5) U 185,31 2,31 -0,25 9,51
7AS BQ170462_176-barc174(0,0) U 74,31 2,33 -0,21 5,98
TAL wmc116-cfd6éa(0,1) u 171,11 3,35 -0,26 9,80
7BL cfa2040-barc1073(0,0) K 184,61 4,57 0,35 13,97
1BL barc181-GluB1(5,3) K 77,31 298 0,25 10,68
4AL.2 wmc219(0,0)- wmc722 K 126,21 3,27 0,22 8,21
QTL combinado 5AS wmc350(0,0)-gwm47 U 1,01 361 -0,26 11,50
afio 2007/08 5BL barc74(4,0)-gwm371 U 4521 2,87 -0,23 943
6AL.1 barc146(0,0)-gwm132 K 36,21 554 0,32 17,43
6AL.3 gwm169(0,0)-BE483091_472 K 92,61 3,73 0,26 11,37
T7TAS wmcl68-barc219(2,8) u 52,61 2,20 -0,20 6,80

1,2,3 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosdémico. R%*= % de la

varianza explicada por el QTL. IV

U=UC1113, K= Kofa.

9.2.1 Cromosoma 4A

= ACA-Cabildo, V = CEl-Barrow , VI = INTA-Balcarce.

Los QTL localizados sobre el brazo largo del cromosoma 4A (4AL.1 y 4AL.2)

aparecieron asociados al CIE b* en un numero mayor de ambientes (Tablas 30 y 31).

Mientras que el QTL 4AL.1 fue identificado para el CPC sdlo en el ambientel, entre los
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marcadores Lpx-A3--wmc617a (Tabla 28).

QTL 4AL.1

El QTL menor 4AL.1 asociado al CIE b* se maped en los ambientes [ 1l y IV. En los
dos primeros ambientes se ubicé entre los marcadores DuPw4 y barcl170. Para el
ambiente IV el pico estuvo entre el SSR gwm192b y el marcador STS Lpx-A3, en una
posicion mas cercana a este ultimo. El marcador génico Lpx-A3 se ubico en el mapa a
27,9 cM de barc170. El marcador Lpx-A3 mostro un efecto significativo sobre el color
de sémola, pasta y el CPC sobre esta misma poblacion de RILs en los Estados Unidos
(Zhang et al., 2008).

Las lipoxigenasas ejercen un rol principal en la degradacion de los carotenoides en
trigo candeal, por lo que el gen Lpx-A3 podria ser un buen candidato para este QTL.
Sin embargo, un analisis adicional de mapeo por marcador simple utilizando el ANOVA
sobre los marcadores ubicados en esta regién, indicé que el marcador DuPw4 se
encuentra mas fuertemente asociado al CIE b* y el CPC que el anterior (Tabla 32).
Estos resultados no fueron coincidentes con lo detectado por el CIM, aunque este

ultimo es un método mas preciso.

Tabla 32: Andlisis de QTL por marcador simple utilizando ANOVA sobre los
marcadores en la regidn cercana al QTL 4AL.1 identificado por CIM.

Promedios
6 ambientes 2006/07 2007/08
QTL 4AL.1 CIE b* CPC CIE b* CPC CIE b* CPC
gwm192b 2,77ns 1,69ns 3,81ns 1,9ns 1,71ns 1,4ns
Lpx-A3 4,2(p=0,043) 3,78ns 5,43(p=0,022  4,22(p=0,043) 2,81ns 3,25ns
wmc6l7a 2,19ns 2,25ns 4,68(p=0,033) 2,94ns 0,59ns 1,61ns
DuPw4 9,1(p=0,003) 9,82(p=0,002) 12,24(0,000) 11,43(p=0,001) 5,74(p=0,019) 7,94(p=0,006)
Barc170 6,16(p=0,015) 6,22(p=0,015) 8,52(p=0,004) 7,32(p=0,008) 3,75ns 4,99(p=0,028)

DuPw4 y Lpx-A3 se encuentran a una distancia de 25,9 cM. Este desplazamiento del
pico del QTL podria ser considerado, por un lado como un efecto ambiental aleatorio
0, por otro lado, a la presencia de dos genes afectando el CPC y el CIE b* en esta

region.

Genes putativos que codifican para la enzima fitoeno desaturasa (PDS), importante en

la biosintesis de carotenoides, fueron mapeados en el grupo cromosoémico 4 (4A, 4B)
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en trigo candeal (Cenci et al., 2004). No se han realizado trabajos que informen una
posicion mas precisa de la misma sobre el cromosoma 4A. La misma podria estar
asociada a los QTL identificados sobre este cromosoma. Sin embrago, esta hipotesis

debe ser validada.

QTL 4AL.2

Este QTL (4AL.2) fue identificado en los ambientes [ IV, V y los andlisis combinados
2007/08 y combinado para los seis ambientes. En el analisis combinado de los seis
ambientes este QTL, junto con el 6AL.2 resultaron ser los unicos significativos de
acuerdo al test de 1000 permutaciones (Tabla 33). EI QTL 4AL.2 mostré una posicion
estable y su pico se ubicd, en todos los ambientes, entre los marcadores wmc219 y
wmc722, explicando entre 6,5 y 10,6 % de la varianza fenotipica. También fue
asociado al CPC en el ambiente II. Zhang et al. (2008) encontraron los QTL 4AL.1y
4AL.2 sobre el cromosoma 4A afectando el color de sémola. Resultados similares
fueron informados por Hessler et al. (2002) y por Zhang et al. (2009) en trigo pan, en

este caso flanqueado por el SSR barc170.

9.2.2 Cromosoma 6A
Tres QTL fueron identificados sobre este cromosoma (6AL.1, 6AL.2 y 6AL.3), todos se
encontraron ubicados, de manera estable, entre los mismos SSR (Tablas 30y 31y
Figura 16). De forma diferente a lo ocurrido con el CPC, el QTL 6AL.2 no fue
identificado en todos los ambientes y se lo detectdé Unicamente durante la primer
campafa en los ambientes [ Il y Ill, pero se mostré estable en el analisis combinado

2006/07 y combinado de los seis ambientes.

Sobre el ambiente 1 se detecto, ademas, el QTL 6AL.1, el cual explicdé una gran parte
de la variacion fenotipica (16,06 %), en relacion al QTL 6AL.2 (5,61 %). En la campafia
2007/08 los QTL identificados fueron el 6AL.1 y 6AL.3. No se encontré el QTL 6AL.2.
Para el ambiente VI, no se encontraron QTL sobre este cromosoma (Tabla 31). EI QTL
6AL.1 mostro un valor de R? mayor frente a los otros dos, en todos los ambientes

donde fue identificado.

La region gendmica designada como 6AL.2 fue asociada al CPC, color de sémola y
pasta por el grupo de Estados Unidos (Zhang et al.,, 2008). Somma et al. (2004)
identificaron un QTL asociado al CPC sobre el cromosoma 6A sobre una poblacién de

RILs de trigo candeal (Latino x Primadur).
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Figura 16: Identificacion de QTL asociados al CIE b* sobre el cromosoma 6A de trigo
candeal (significativos y probables). Las barras coloreadas corresponden a la posicion
del pico del QTL en cada ambiente (Figuras modificadas de Zhang et al., 2008)

Mientras que en trigo pan, un QTL para CIE b* fue identificado sobre 6AL ligado al
marcador gwm169, aunque no fue asociado al CPC sobre la misma poblacién (Zhang
et al., 2006). Mares & Campbell (2001) informaron un QTL sobre 6A asociado al CIE
b*, identificado en s6lo un ambiente. Por otro lado, Pozniak et al. (2007) identificaron
un QTL para el CPC sobre el cromosoma homeologo 6B. Usando mapeo por
asociacion Reimer et al. (2005), informaron un QTL en el cromosoma 6A para CPC y
CIE b*.

Un analisis de QTL para rendimiento (Kg/ha) utilizando la misma poblaciéon en los
ambientes [ 11 y Il detecté un QTL mayor sobre el cromosoma 6AL en el ambiente III,
con el SSR barc118 ubicado mas préximo al pico del mismo (Akkiraju et al., 2008). El
barcl118 se encuentra a 7,5 cM del SSR barc146, que fue en todos los casos el
marcador ubicado sobre el pico del QTL 6AL.1 (CIE b*), por lo que podria suponerse

un efecto pleiotropico de esta region que afecta el rendimiento, sobre el QTL de color.
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9.2.3 Cromosoma 7A

QTL 7AS

El QTL 7AS fue asociado al CIE b* en los ambientes I, IIl, IV, VI y los andlisis
combinados 2006/07, 2007/08 y combinado de los seis ambientes. Pero sélo resulté
significativo en los ambientes y en el analisis combinado de la primera campafia. La
posicidon de maxima significancia del QTL se ubicé, alternativamente, entre los SSR
wmcl68-barc219 (ambientes [, IV y combinado 2007/08) y BQ170462_176-barcl74
(ambientes II, VI y combinado 2006/07), explicando entre un 5,98 y 13,31 % de la
variacion fenotipica. El porcentaje de varianza explicada para el CIE b* resultd
moderadamente superior a la del CPC. Este QTL tuvo un mayor en algunos

ambientes.

Este es el primer informe de la presencia de un QTL asociado al CIE b* en el

brazo corto del cromosoma 7.

QTL 7AL

El QTL 7AL fue mapeado de manera significativa en los ambientes 1II, VI entre los
marcadores wmcll16 y cfd6a. En el ambiente II explicé la mayor parte de la varianza
fenotipica (22,47%) y fue considerado menor en el ambiente VI (9,8 %). La posicién
de este QTL resultd ser idéntica para los dos ambientes (Tablas 30 y 31). En el
analisis combinado de los seis ambientes, este QTL resulté probable, flanqueado por

los SSR gwm276 y wmc116 y explicé el 8,57 % de la varianza (Tabla 33).
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Tabla 33: QTL para el CPC y CIE b* identificados sobre la poblacién de RILs (UC1113
x Kofa) de trigo candeal combinado los 6 ambientes evaluados.

Posicion

Ambiente  Cromosoma Marcadores flanqueantes (cM) f Alelo del pico LOD Efgg:to 52
avorable (cM) aditivo (%)
1BL BE443797_436(4,5)-barc302 K 51,61 281 0,22 857
QTL 4AL.2 wmc219(0,0)- wmc722 K 126,21 4,04 0,24 10,61
Combinado 5BL gwm499(3,0)-BE495277_339 u 69,51 2,10 -0,18 5,66
6 ambientes 6AL.2 barc113-wmc553(4,7) K 62,41 573 0,32 17,92
CIE b* 7AS BQ170462_176-barc174(0,0) u 74,31 2,08 -0,16 4,69
7TAL gwm276-wmc116(7,3) u 163,31 2,02 -0,22 8,57
7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 265 0,20 6,95
7BL wmc311-wmc276(5,8) K 176,41 236 0,22 8,19
1BL BE443797_436-barc302(5,9) K 5461 211 0,18 4,98
QTL 5BL wmc149-barc74(1,6) U 39,61 224 -0,19 5,39
Combinado 6AL.2 barc113-wmc553(1,7) K 65,41 10,45 043 29,85
6 ambientes 7AS BQ170462_176-barc174(0,0) U 74,31 285 -0,20 6,26
CPC (ug/g) 7BS barc23a-barc72(0,0) K 59,21 2,09 0,19 4,79
7BL cfa2040-barc1073(0,0) K 184,61 299 0,23 6,61
7BL Psy-B1-cfa2257(0,3) K 195,51 2,86 0,24 7,90

1,2,3 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosoémico. R’= % de la
varianza explicada por el QTL. U=UC1113, K= Kofa.

9.2.4 Cromosoma 7B

QTL 7BL

Un QTL sobre el 7BL asociado al CIE b* fue detectado en los ambientes LIILIV,Vl y los
analisis combinados 2006/07 y de los seis ambientes. EI mismo se ubico entre los
marcadores Psy-Bl y cfa2257 en los ambientes ([, II, IV, VI y el analisis combinado
2006/07). Para el ambiente VI el pico del QTL se posiciono entre los SSR cfa2040 y
barc1073 (Tablas 30 y 31). Mientras que, en el analisis combinado de los seis
ambientes fue flanqueado por los SSR wmc311l y wmc276 (Tabla 33). Este QTL
explico, en los ambientes que resultd significativo, entre un 11,70 y 13,97 % de la

variacion en el caracter.

QTL 7BS

Al igual que para el CPC, se encontrdé un QTL asociado al CIE b* sobre el brazo corto
del cromosoma 7B (7BS). Fue significativo en el ambiente Il y el analisis combinado de
la primera campana y resulté probable en los ambientes I yIIl. No se lo detecté en la
campana 2007/08, donde para el CPC si tuvo una importancia mayor. El pico de este

QTL se encontrd fuertemente ligado al marcador barc72 para ambos caracteres. Un
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segundo QTL fue mapeado como probable sélo para el ambiente III, entre los SSR
gwm537 y gwm400, a 36,9 cM de barc72. Como se mencionara previamente estos

dos ultimos marcadores se encontraron asociados a un QTL de CPC. (pag. 80).

Los QTLs identificados sobre este dos cromosomas (7A y 7B) fueron discutidos mas
extensamente para el mapeo de CPC y las consideraciones ya expuestas pueden
extenderse al CIE b* por tratarse de caracteres altamente correlacionados (paginas
81-86).

9.2.5 Cromosoma 1B
Los QTLs identificados sobre el cromosoma 1B asociados al CIE b* no mostraron una
posicion estable. En todos los casos estos QTL resultaron probables, con valores de
LOD entre 2,5 y 3,0. En el ambiente II el QTL fue flanqueado por los marcadores
gwm374 y wmc406 (1BS). En el analisis combinado 2006/07 este QTL se ubicé mas
distal sobre 1BL, entre los marcadores flanqueantes Psr162 y wmc728. Mientras que
en los ambientes IV, V y el analisis combinado 2007/08 se ubico en la region distal del
brazo largo entre el SSR barc181 y el marcador isoenzimatico Glu-B1 (Tablas 30 y
31). Sin embargo, en el analisis combinado de los seis ambientes, el QTL 1BL se
posicioné en la misma regién asociado al CPC y el CIE b*, entre los marcadores
flanqueantes BE443797_436 y barc302 (Tabla 33). El alelo positivo para el caracter

fue aportado por la variedad Kofa.

En un trabajo realizado utilizando la misma poblacién de mapeo se encontré un QTL
asociado al test de sedimentacion SDS para los ambientes 11 y Il de Argentina (Conti,
2007; Conti et al., 2008) y Estados Unidos (Zhang et al., 2008), entre los marcadores
barc181 y Glu-Bl. Por otro lado, Reimer (2008) identific6 un QTL para el CPC sobre
1BS asociado a los SSR barc8 y gwm413. Estos ultimos marcadores se posicionaron
en la poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) a 5,4 y 12,8 cM del SSR wmc406, marcador

que flanqued el QTL 1BS sobre el ambiente 1I.

Un QTL sobre 1B asociado al color amarillo de la harina (QFb-1B), el CPC (QYpc-1B )
y color amarillo de noodles (QNb-1B) fue informado recientemente, ubicado entre los
marcadores Secl y HVYM23, en una poblacién de trigo pan (Zhang et al., 2009). Para
esta poblacion, el marcador HVYM23 estuvo fuertemente ligado al SSR barc181, que se
encontré asociado al color CIE b* en nuestra poblacion (Tablas 30 y 31). Este mismo
SSR fue asociado al contenido de proteina en harina sobre una poblacion de

haploides duplicados de trigo pan (‘Trident’ x ‘Molineux’) (Kuchel et al., 2006).
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McCartney et al. (2006) informaron un total de 14 QTLs de calidad en trigo pan
(principalmente caracteres de mixograma y farinograma) cerca del locus Glu-B1l
(cromosoma 1B), incluyendo el contenido de proteina en harina. En los analisis
realizados sobre las variedades testigos sembradas en nuestros ensayos junto a la
poblacién de RILs se encontré que él % de proteina estuvo correlacionado al color CIE
b* (r=0,45) y al CPC (r=0,37) medidos en harina integral, de forma altamente

significativa.

9.2.6 QTL inestables

Otros QTLs mas inestables fueron detectados en algunos ambientes en particular
sobre los cromosomas 1AL, 3BS, 5AS, 5AL y 5BL. EI QTL 1AL sélo fue identificado
como probable en el analisis combinado 2006/07, entre los marcadores cfa2147 y
CDO393 (Tabla 29). Patil et al. (2008) informaron un QTL asociado al CPC en la
region distal de brazo largo del cromosoma 1A, en una regidén co-linear al QTL
identificado en el presente trabajo. Ademas, Zhang et al. (2009) informaron en trigo
pan un QTL sobre 1AL entre los marcadores wmc278 y cfd59, cercano al marcador
cfa2147.

Un probable QTL asociado al color CIE b* en el ambiente VI se encontré en el 3BS,
flanqueado por gwm493 y cfd79 (Tabla 31). Un analisis previo sobre esta misma
poblacion identific6 un QTL mayor asociado al rendimiento (Kg/ha) que estuvo ligado
al SSR gwm493, explicando un 36,63% de la variacién fenotipica para el ambiente III
de Argentina (Akkiraju et al., 2008). La superposicion de estos QTL estaria indicando
un posible efecto pleiotropico del rendimiento sobre el QTL 3BS para CIE b*.
Coincidentemente, este ambiente resulté ser el de mayor rinde durante la primera

campafa y corresponde a la localidad de Balcarce, al igual que el ambiente VI.

Un QTL sobre el 5AS fue asociado, de forma significativa, al CIE b* para los ambientes
V, VI y el analisis combinado 2007/08, entre los marcadores wmc350 y gwm47. El
mismo explicé un 12,88, 16,20 y 11,50 % de la variacion fenotipica respectivamente.
Ademas, este QTL explicé un 8,29 % de la varianza fenotipica para el CPC en el
ambiente VI. El alelo favorable fue aportado por la linea UC1113. En este mismo
cromosoma Zhang et al., (2008) identificaron un QTL asociado al PMG, entre los
marcadores wmc350 y barcl0l. Es de destacar que los mayores valores de
rendimiento y PMG (datos no informados) obtenidos por nuestro grupo de trabajo
fueron en los ambientes Vy VI. Por lo que, como se discutié en los andlisis de

correlacion, podria esperarse un efecto de estas variables sobre el CIE b* y el CPC.
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En la campafa 2007/08 se registraron mayores precipitaciones y se obtuvieron
mayores rindes en cada ambiente con respecto a la primera campafa. Este hecho
coincidié con la aparicién de otros QTL que no fueron mapeados al evaluar los datos
fenotipicos de la campafa 2006/07. Un efecto pleiotropico del PMG o el rendimiento
podria ser responsable del QTL 5AS. Es importante mencionar, ademas, que la
mayoria de los QTL asociados al CIE b* identificados en el ambiente VI, fueron

aportados por la linea UC1113 (de mas alto rendimiento).

Un QTL sobre el cromosoma 5BL, en el ambiente V y en el analisis combinado
2007/08 afectdé ambos caracteres. El mismo estuvo asociado al CIE b* entre los SSR
Barc74 y gwm371 y al CPC entre gwm499 y BE495277_339. El marcador gwm499 se
ubicé a 15,4 cM de gwm371, por lo que podria tratarse de QTLs ligados. Estas
regiones resultaron invertidas para CIE b* y CPC al utilizar el vector promedio de los
seis ambientes en el analisis de QTL (Tabla 33). Patil et al., (2008) informaron
recientemente un QTL asociado al CPC sobre el cromosoma 5BL, ligado el marcador
gwm408. Este SSR se ubicd en nuestro mapa ligado al SNP BE495277_339.
Utilizando MA, Reimer (2008) identificé un QTL para CPC sobre el marcador gwm371
y un QTL adicional ligado al SSR gwm408, sobre el cromosoma 5BL, lo que apoya la

hipotesis de dos QTL ligados en el brazo largo del cromosoma 5B.

La Figura 17 muestra los graficos correspondientes al analisis de QTL realizado sobre
ambos caracteres para los seis ambientes en forma individual y al utilizar el vector
promedio. Sobre el eje y se encuentran los valores de LOD score y sobre el eje de las

X las distancias a lo largo del cromosoma en cM.

96



Color de Harina (CIE b*) Contenido de Pigmentos carotenoides

40 oo 4 QOO0 Ambiente |

Cromosoma 4A Cromosoma 2A Cromosoma 1B

Cromosoma 5A

~ Ambiente I
' Ambiente IIT
| Ambiente IV
,-"' ! Ambiente V
/ Ambiente VI
Combinado 6 ambientes

= o ~ ‘ N r\/ o ~
k s = — —';'_an o

o o 4 [+ 82 m 1 144 185 18 %

Figura 17: Graficos de los QTL identificados para color de harina y CPC en la
poblacion de RILs (UC1113 x Kofa) en seis ambientes de Argentina y en promedio por
cromosoma.
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10. Interaccion entre QTL

Identificar posibles interacciones entre QTL es de utilidad para comprender de forma
precisa el efecto combinado de algunos genes, mas aun si pertenecen a una misma
via metabdlica. Ademas es en un factor importante a considerar en el momento de
utilizar MAS, ya que la seleccion combinada de algunos QTL podria causar un efecto
de interaccidn negativo, restando eficiencia a la seleccién. Por el contrario, seria

beneficioso encontrar una interaccion positiva entre QTL (Tabla 34).

Tabla 34: ANOVA para el CPC y CIE b* con interacciones de dos vias, considerando
los QTL como fuente fija de variacion

6 ambientes

CIE b* CPC
Fuente de variacion G.L. Valor F
QTL
1BL(BE443797_436) 1 0,02 0,1
4AL.2(wmc219) 1 2,97 2,98
6AL.1(barc146) 1 7,18* 9,21**
6AL.2(wmc553) 1 11,14* 16,77
7AS(barcl174) 1 3,19 2,06
7BS(barc72) 1 7,38** 9,39**
7BL(cfa2257) 1 19,25***  15,66***
Interacciones
1BL*4AL.2 1 0,01 0,01
1BL*6AL.1 1 2,7 3,22
1BL*6AL.2 1 6,02* 7,72%*
1BL*7AS 1 1,53 3,27
1BL*7BS 1 0,68 1,45
1BL*7BL 1 1,53 2,59
4AL.2*6AL.1 1 0,26 0,01
4AL.2*6AL.2 1 5,66* 3,17
4AL.2*7TAS 1 0,01 0,64
4AL.2*7BS 1 0,79 0,28
4AL.2*7BL 1 0,3 0,32
6AL.1*6AL.2 1 0,41 0,03
6AL.1*7AS 1 2,72 5,46*
6AL.1*7BS 1 1,02 1,59
6AL.1*7BL 1 8,01** 9,9**
6AL.2*7AS 1 0,76 1,07
6AL.2*7BS 1 1,07 1,29
6AL.2*7BL 1 0,07 0,99
7AS*7BS 1 1,38 0,73
7AS*7BL 1 0,72 0,54
7BS*7BL 1 0,62 1,5
R? de modelo 0,78 0,81
Coef. de variacion 2,65 7,46
Promedio 15,99 5,94

¥, ¥, ¥ =p< 0,05, p <0,01 y p< 0,001 respectivamente. G.L.= grados de libertad.
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Para buscar las posibles interacciones de dos vias entre los QTL encontrados por el
CIM, se utiliz6 un modelo de ANOVA considerando los marcadores en el pico de los
QTL segun los analisis combinados de CIE b* y CPC para los seis ambientes. Ademas
se tuvo en cuenta la posicidn mas estable de algunos QTL (1BL y 7BL) a través de los
ambientes al momento de seleccionar el marcador. Fueron incluidos en este modelo
los QTL mas estables para ambos caracteres (Tabla 34). Este modelo explico un 78 y

81 % de la variacion fenotipica para el CIE b* y el CPC, respectivamente.

Al considerar, dentro del modelo para el QTL 7BL el marcador génico Psy-B1, como
asi también los SSR barc340 y barcl1073, en lugar de cfa2257, los valores de R?
disminuyeron y el niumero de efectos e interacciones significativas fue menor. Esto
mismo ocurrié al incluir el QTL 7AL al modelo de ANOVA. Mientras que, considerando
el QTL 4AL.1 el R? del modelo aumentd, pero muchos de los efectos e interacciones

se volvieron no significativos.

Si bien para algunos QTL individualmente el ANOVA no resulto significativo, fue util en
detectar interacciones entre los mismos y otros QTL asociados al CIE b*y el CPC. EL
ANOVA detect6 cuatro interacciones significativas. Los QTL 1BL y 6AL.2 mostraron un
efecto de interaccion sobre ambos caracteres. Ademas, los QTL 4AL.2 y 6AL.2
tuvieron una interaccion significativa sobre el color CIE b*. Estos dos QTL fueron los
unicos identificados como significativos por el CIM para el analisis combinado de seis

ambientes.

El nuevo QTL identificado sobre 7AS mostré un efecto de interaccién con el QTL

6AL.1, afectando el CPC de manera significativa.

La interaccién entre los QTL 6AL.1 y 7BL resultd significativa para ambos caracteres.
Este analisis mostré que los principales QTL significativos segun el mapeo combinado
poseen también un efecto de interaccion. Sin embargo, no se desprende del ANOVA si
las mismas producen un efecto positivo o negativo sobre los caracteres. Para ello sera

necesario seguir profundizando los analisis estadisticos realizados para esta tesis.
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11. Utilidad de los QTL en la seleccion

11.1 Ganancia genética por seleccion fenotipica

La medicion del color amarillo por reflectancia de la luz, utilizando un equipo Minolta
(CIE L*a*b*) es una practica comun en los programas de mejoramiento de trigo
candeal y pan. A diferencia de lo que sucede con el candeal, en el caso del trigo pan,
la seleccion se realiza a fin de disminuir el color amarillo. La fenotipica es la principal
forma de seleccién para un caracter favorable dentro de un programa de mejoramiento
genético. En los ultimos anos, los programas de mejoramiento mas adelantados han
incorporado el uso de marcadores moleculares asistiendo la seleccion, especialmente
para caracteres complejos y/o enfermedades, pero la seleccion fenotipica sigue siendo

aun la base de todo programa de mejora.

La poblacion de mapeo mostré una segregacion transgresiva en ambos sentidos, por
lo que es posible seleccionar RILs con valores destacados de CIE b* y CPC. Se
realizd entonces la seleccién fenotipica sobre los valores medios de cada ambiente y
en promedio de los seis ambientes, tomando los mejores 10 individuos sobre un total
de 93 (10,75%). La heredabilidad estricta calculada para los 6 ambientes fue alta
(Tablas 17 y 18) y seria esperable encontrar una ganancia genética importante en una

generacion subsiguiente.

Las Tablas 35 y 36 muestran las 10 mejores RILs seleccionadas en base a la media
por genotipo en cada ambiente y al promedio general. Estas RlLs podrian utilizarse
como fuente de germoplasma para un alto CIE b* o CPC y los genes favorables que
portan pueden ser transferidos a través de retrocruzas, utilizando las RILs como
progenitores donantes. En estas tablas se muestra el numero de RIL seleccionada
junto al valor fenotipico en unidades del caracter entre paréntesis. Algunas de estas
RILs seleccionadas mostraron valores superiores al mejor testigo utilizado en los

ensayos a campo (Buck Topacio) (Tabla 37).
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Tabla 35: Seleccion fenotipica de las 10 mejores RILs (UC1113 x Kofa) en cada
ambiente, segun el promedio por localidad y el promedio general para el color de
harina (CIE b*).

N° RILs Seleccionadas

Ambiente Promedio 6
I Il m | v VI ambientes
9 (18,36) 2(17,83) 2(16,92) 2(18,31) 2(18,55) 2(16,04) 2 (17,58)
13(18,19)  13(17,22)  17(16,84) 9 (17,69) 9 (17,53) 7 (15,69) 9 (16,99)
17 (18,44) 17 (17,24)  32(17,47)  13(17,72)  12(17,64) 12 (15,5) 13 (17,13)
32(19,09)  32(17,67)  33(16,69)  17(17,84)  13(18,08) 13 (15,53) 17 (17,4)
33(18,25)  33(17,41)  42(16,53) 27 (17,54)  17(17,98)  17(16,09)  32(17,73)
42 (18,75)  42(18,03)  46(16,68)  32(18,15) 32 (18,1) 32(15,89)  33(17,06)
47 (18,53)  45(17,25)  47(16,63)  33(17,43)  42(17,78) 46 (15,94) 42 (17,2)
84 (18,19)  46(17,56)  50(16,82)  42(17,93)  46(18,23)  84(1573) 46 (17,19)
88(18,95) 47 (17,75)  58(16,65) 47 (17,56)  47(18,23) 88 (1579) 47 (17,34)
91(18,53) 88(17,39) 88(16,78)  88(17,63) 90(17,99) 89 (1556) 88 (17,24)

I = ACA-Cabildo 2006/07, II= CEl-Barrow 2006/07, IlI= INTA-Balcarce 2006/07, IV= ACA-
Cabildo 2007/08, V= CEl-Barrow 2007/08, VI= INTA-Balcarce 2007/08.

Tabla 36: Seleccion fenotipica de las 10 mejores RILs (UC1113 x Kofa) en cada
ambiente, segun el promedio por localidad y el promedio general para el CPC.

N° RILs Seleccionadas

Ambiente Promedio 6

I I I | I\ \ Ul ambientes
13 (8,25) 9(7,92) 17 (6,77) 2 (7,68) 2(7,48) 2 (5,78) 2(7,17)
17 (8,31) 13 (8,19) 32 (7,24) 13 (7,53) 13(7,2) 13 (5,94) 13(7,18)
32 (8,69) 17 (8,53) 33 (6,99) 17 (7,42) 17 (7,59) 17 (6,45) 17 (7,51)
42 (9,07) 32 (8,86) 42 (6,76) 32(8,2) 32 (8,09) 32 (6,5) 32 (7,93)
46 (8,41) 33 (8,47) 47 (6,92) 42 (8,28) 33 (7,05) 33 (5,92) 33(7,12)
47 (7,97) 42 (9,18) 74 (7,21) 46 (7,56) 42 (7,62) 42 (5,85) 42 (7,79)
50 (8,82) 46 (8,29) 75 (6,92) 47 (7,56) 47 (7,2) 46 (6,02) 46 (7,35)
58 (7,92) 46 (8,41) 80 (6,93) 50 (7,48) 80 (7,16) 47 (6,2) 47 (7,34)
84 (7,86) 47 (8,15) 84 (6,98) 84 (7,54) 84 (7,21) 50 (5,76) 84 (7,2)
88 (7,93) 84 (7,93) 88 (6,81) 88 (7,62) 89 (7,12) 75 (5,75) 88 (7,1)

I = ACA-Cabildo 2006/07, II= CEIl-Barrow 2006/07, IlI= INTA-Balcarce 2006/07, IV= ACA-
Cabildo 2007/08, V= CEIl-Barrow 2007/08, VI= INTA-Balcarce 2007/08.

Muchas de las RILs seleccionadas mostraron buen comportamiento en todos los

ambientes, aunque se observaron variaciones de ciertos genotipos para un ambiente

en particular. Este resultado apoya la idea de que la interacciéon detectada por el

ANOVA fue de tipo simple y no compleja o cruzada para los genotipos.

102



Tabla 37: Valores de CIE b* y CPC en los testigos comerciales considerando el
promedio de la interaccién genotipo x afo x localidad.

Variedad N CIE b* CPC
Kofa 17 17,01b 6,92b
uc1113 17 15,48f 5,11g
Buck Platino 17 15,72e 5,49f
Buck Topacio 18 17,35a 7,69a
Buck Esmeralda 18 15,78e 5,59¢f
B.I. Facon 18 16,09d 6,29d
B.I. Carilo 18 16,76¢C 6,74c
B.l. Cumenay 18 13,67h 3,45i
Buck Cristal 18 15,51f 5,69¢e
Buck Ambar 18 14,829 4,61h

Las variedades con la misma letra no difieren
significativamente segun el test de Duncan (o = 0,05)

La ganancia genética (GG) debida a la seleccion fenotipica fue calculada en base a los
valores de heredabilidad estimados en cada ambiente. Se encontré que la seleccién

fenotipica para CPC tendria una mayor eficiencia que la realizada para el CIE b*,

considerando la GG como porcentaje de la media poblacional original (Mo) (Tablas
38 y 39). Los porcentajes de GG (GG%) para CPC variaron alrededor del 20-25%
segun los valores medios considerados para seleccionar. Mientras que la GG%

calculada para el color CIE b* vari6 entre 6,0 y 9,5 %.

Tabla 38: Ganancia genética para el CIE b* obtenida por seleccion fenotipica sobre la
poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) en cada ambiente.

Seleccion fenotipica basada en:

RIL promedio por localidad RIL promedio general

Ambiente GG GG% GG GG%
[ 1,22 7,07 1,09 6,34

Il 1,43 8,92 1,40 8,72

I 1,17 7,54 1,06 6,79

I\ 1,27 7,73 1,24 7,51

v 1,37 8,28 1,23 7,41

VI 1,34 9,29 1,11 7,71

GG= ganancia genética, GG%= ganancia genética en porcentaje.

Los mayores valores de GG y/o GG% se obtienen a partir de la seleccion fenotipica en

base a la media de cada RILs calculada por localidad, como promedio de las tres
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repeticiones de parcelas. Pero para analizar con mayor precision la respuesta a la

seleccion en varios ambientes sera necesario profundizar los analisis.

Tabla 39: Ganancia genética para el CPC obtenida por seleccion fenotipica sobre la
poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) en cada ambiente.

Seleccion fenotipica basada en:

RIL promedio por localidad RIL promedio general

Ambiente GG GG% GG GG%
[ 1,58 23,59 1,39 20,74

I 1,59 23,51 1,53 22,63

il 1,37 24,62 1,17 21,11

I\ 1,44 23,07 1,42 22,83

A% 1,38 23,29 1,35 22,79

VI 1,18 24,52 1,14 23,74

GG= ganancia genética, GG%= ganancia genética en porcentaje.

Los altos valores de heredabilidad para estos caracteres hacen que la seleccion
fenotipica sea efectiva. Estos valores de GG se obtienen al seleccionar 10 individuos
sobre un total de 93 (10,75%), aunque es posible obtener mayores valores de GG si

se aumenta la presién de seleccién.

Es necesario puntualizar que esta tesis esta considerando un solo caracter fenotipico
(color), mientras que comunmente un programa de mejoramiento evalla
simultaneamente varios caracteres (rendimiento, calidad, enfermedades, etc.) para los
cuales se aplica la seleccion en diferentes etapas del programa y simultdneamente en
algunos caracteres.

Un aumento en la presiéon de seleccién buscando mayores GG para color, causaria
posiblemente una pérdida de variabilidad genética para otros caracteres. Braaten et al.
(1962), informaron que es posible obtener una ganancia genética por seleccion
aceptable (0,4-0,9 ppm) para el CPC utilizando una presion de seleccion del 30% en
poblaciones F3 de trigo candeal. Mientras que Johnston et al. (1983), obtuvieron un
diferencial de seleccion de 1,5 unidades de CIE b* utilizando la misma presion de

seleccion y sobre poblaciones Fj.

La seleccion fenotipica para color amarillo y otros caracteres de calidad como la fuerza

de gluten, estimada a través del test de sedimentacion SDS, se realiza principalmente
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en etapas tempranas de un programa de mejoramiento (F, y F3), eliminando asi la
mayor parte de los genotipos indeseables para estos caracteres. Una nueva seleccion
puede ser ventajosa si se realiza previo a entrar en la etapa de ensayos preliminares

de rendimiento (Braaten et al., 1962).

11.2 Seleccion por marcadores ligados a QTL

La utilidad de los marcadores ligados a los QTL para seleccionar genotipos con
valores fenotipicos superiores se evalué simulando la seleccion asistida sobre los
valores de CPC promedio de los seis ambientes en la poblacion de RILs (UC1113 x
Kofa). La seleccion se hizo considerando los marcadores que flanquearon los QTL,
con excepcion de los QTLs 4AL.1 y 7BL, donde se consideré un intervalo mayor,
debido a que el pico de los mismos no tuvo una posicion estable (Tabla 40). La
seleccion de un intervalo del cromosoma menor para estos ultimos QTL, no mostré
diferencias significativas sobre los valores de diferencial de seleccién (DS) y ganancia
genética (GG), por lo que, finalmente se utilizaron los marcadores que muestra la
Tabla 40. Para aumentar la eficiencia en la seleccion habria que disminuir el intervalo,

de manera de evitar la posibilidad de recombinacién entre QTL y marcador/es.

Tabla 40: Seleccion por marcadores flanqueantes a QTL individuales para el CPC
promedio de 6 ambientes.

Is — Alelo

0,
(cM) Ms favorable Testt DS GG % GG MFn+1

Cromosoma Marcadores flanqueantes

1BL BE443797_436-barc302 134 628(23) K ns 029 028 4,68 6,27
2AS Wwmc382-gwm296 228 601(33) U ns 0,02 002 027 6,01
4AL.A LpxA3-barc170 279 634(28) U 00193 035 034 561 633
4AL.2 Wwmc219-wmc722 12 617(34) K ns 0,18 0,18 2,92 6,17
5AS wmc350-gwm47 35 6,26(29) U ns 027 026 439 625
5BL barc74-gwm371 99 6,19(37) U ns 020 020 3,28 6,19
6AL.1 barc146-gwm132 38 6,40(30) K 00072 041 0,39 6,55 6,38
B6AL.2 barc113-wmc553 97 645(37) K 00012 045 044 7,35 643
7AS BQ170462_176-barcl74 12 622(43) U ns 023 022 369 621
7AL wmcl16-cfdéa 06 6,20(50) U ns 020 020 3,26 6,19
7BS barc23a-barc72 53 629(28) K 00376 0,30 029 481 628
7BL barc1073-cfa2257 159 6,17 (45) K ns 0,18 017 2,90 6,16

Media poblacién original = 5,99 (n=93); h? = 96,9

1,2 Indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosomico. Is= Intervalo
seleccionado, ns= no significativo. Ms= media de la poblacién seleccionada, DS= Diferencial
de seleccion, GG = ganancia genética, % GG= ganancia genética en porcentaje, MFn+1=
media predicha en la filial n+1.
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Se chequeo la significancia estadistica del DS a través del test t, para diferencia de

medias. También se estimé la media de la poblacién filial en la siguiente generacion

(MFn+1) como la sumatoria de la media poblacional original (Mo) y la GG. La GG se
expresé ademas, como porcentaje de la media poblacional original (GG%). De los
valores obtenidos a partir de la seleccion individual sélo los QTL 4AL.1, 6AL.1, 6AL.2 y

7BS resultaron significativos segun el test t.

A partir de los resultados del ANOVA sobre los QTL, seria esperable que la seleccién
combinada de dos o mas QTL produzca un efecto de interaccion. La Tabla 41 muestra
los mejores resultados obtenidos al seleccionar los genotipos que portan dos, tres,

cuatro o mas QTLs simultaneamente. La media seleccionada sobre la poblacion de

RILs (Ms) fue expresada en ppm, con el nimero de individuos seleccionados entre

paréntesis y su significancia estadistica.

Seria esperable que al seleccionar sobre mas de un QTL los efectos individuales de
los mismos se sumaran, es decir, que los QTLs tuvieran un efecto aditivo. Observando
los valores de Di (ver materiales y métodos) se comprueba que en muchos de los
casos la seleccion simultdnea de varios QTL es aditiva. Los valores positivos de Di

muestran que la interaccién entre QTL resulta positiva.

La seleccion fenotipica, como se mostrd anteriormente, alcanzé valores de GG% entre
20 y 25 % aproximadamente, segun el ambiente considerado (Tabla 39). La seleccion
por marcadores moleculares ligados a QTL, realizada sobre el caracter CPC, fue
igualmente efectiva o superior para algunas combinaciones analizadas. La seleccién a
favor de tan solo 3 QTLs (1BL + 6AL.2 + 7BS) obtuvo valores de GG% del 21,68%,
mientras que seleccionando a favor de cuatro QTLs (1BL + 4AL.2 + 6AL.2 + 7BS) la

GG% fue superior a la obtenida mediante la seleccion fenotipica (26,87%).

Se observa que el nuevo QTL identificado sobre 7AS forma parte de las
combinaciones con mayor DSo, en combinaciones de dos y tres QTL (6AL.2 + 7AS,
6AL.2 + 7AS+ 7BS). A modo de ejemplo en la Tabla 41 se muestran las
combinaciones de ocho QTL (1BL + 4AL.1 + 4AL.2 + 6AL.2 + 7AS + 7AL + 7BS +
7BL; 1BL + 2AS + 4AL.1 + 5BL + 6AL.2 + 7AS + 7AL + 7BL) que solo seleccionan un
individuo en cada caso y que corresponden a las RILs 32 y 42, respectivamente. Estas
RILs fueron las que presentaron mayores valores de CPC y CIE b* en todos los

ambientes, como se observa en las Tablas 35y 36. Las RILs que mostraron el mejor
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comportamiento fenotipico fueron portadoras de casi la totalidad de los QTL

identificados en este estudio.

Tabla 41: Seleccion multiple de QTL para el CPC promedio de 6 ambientes utilizando
marcadores flanqueantes.

QTLs m Alelo favorable DSo DSe Di GG % GG MFn+1
1BL + 4AL.1 6,36 (11)ns K+U 036 064 -028 0,35 5,90 6,34
1BL +7BL 6,36 (16)* K+K 037 047 -0,10 0,36 6,00 6,35
BAL.2 + 7TAL 6,37 (25) K+U 0,38 065 -0,27 0,36 6,09 6,36
7AS + 7AL 6,40 (23)* u+uU 041 043 -0,02 0,40 6,63 6,39
4AL.1 +7BS 6,40 (12)* U+K 041 065 -0,24 0,40 6,68 6,39
1BL +7BS 6,41 (12)* K+K 042 059 -017 041 6,79 6,40
1BL + 7AS 6,46 (13)* K+U 047 052 -0,05 046 7,61 6,45
7BS + 7AL 6,46 (14)* K+U 047 050 -0,03 046 7,61 6,45
BAL.1+7BS 6,48 (11)* K+K 049 0,71 -022 047 7,87 6,46
7AS + 7BL 6,49 (25)** U+K 050 041 009 048 8,03 6,47
7AS + 7BS 6,51 (16)** U+K 0,52 053 -0,01 0,51 8,47 6,50
1BL + 4AL.2 6,56 (10)* K+K 0,57 049 0,08 0,55 9,14 6,54
4AL.1 +B6AL.2 6,58 (13)** U+K 059 080 -0,21 0,57 9,54 6,56
6AL.2 + 7BS 6,63 (9)* K+K 064 075 -0,11 062 10,36 6,61
6AL.1+ BAL.2 6,72 (20)** K+K 0,73 086 -0,13 0,71 11,80 6,70
1BL + 7AL 6,73 (8)** K+U 0,73 049 024 071 11,89 6,70
6AL.2 +7BL 6,74 (17)** K+K 0,75 063 0,12 0,73 12,19 6,72
1BL + 6AL.2 6,82 (10)** K+K 083 074 009 080 13,36 6,79
BAL.2 + 7AS 6,84 (15)** K+U 084 068 0,16 082 13,67 6,81
4AL.1 +6AL.2 +7BS 6,60 (3)ns U+K+K 061 1,10 -0,49 0,559 9,85 6,58
6AL.2 +7AL + 7BL 6,69 (12)** K+U+K 0,70 083 -0,13 068 11,37 6,67
4AL.2 +6AL.2 + 7BL 6,82 (6)** K+K+K 083 081 002 080 13,41 6,79
4AL.1 +6AL.1+6AL.2 6,90 (7)* U+K+K 091 121 -0,30 0,88 14,70 6,87
1BL + 6AL.1 + 6AL.2 6,92 (8)** K+K+K 093 1,15 -0,22 090 14,98 6,89
6AL.2 + 7BS + 7BL 6,94 (6)** K+K+K 095 093 002 092 1531 6,91
6AL.2 + 7AS+ 7BS 7,12 (4)* K+U+K 1,13 098 015 1,09 1822 7,08
1BL + 6AL.2 + 7BL 7,12 (6)** K+K+K 1,13 0,92 021 1,10 1832 7,09
1BL + 6AL.2 + 7BS 7,33 (3)** K+K+K 1,34 1,04 030 130 2168 7,29
1BL + 4AL.1 +6AL.2 + 7BL 6,88 (2)ns K+U+K+K 0,89 127 -0,38 087 14,44 6,86
6AL.2 + 7TAS + 7BS + 7BL 7,12 (4)* K+U+K+K 1,13 1,16 -003 1,09 1822 7,08
1BL +4AL.2 +6AL.2 + 7BL 7,38 (3)** K+K+K+K 1,39 1,10 029 135 2254 7,34
1BL +4AL.2 +6AL.2 + 7BS 7,65 (2)** K+K+K+K 166 122 044 161 2687 7,60
4AL.2 + 6AL.1 +6AL.2 +7BS 7,65 (2)** K+K+K+K 166 134 032 161 2687 7,60
4AL.2 + 6AL.2 + 7BS + 7BL 7,65 (2)** K+K+K+K 166 111 055 161 26,87 7,60

1BL + 4AL.2 +BAL.2 + 7TAS +

7BL 7,38 (3)** K+K+K+U+K 1,39 1,33 0,06 135 2254 7,34

1BL + 4AL.1 + 4AL.2 +6AL.2 +
7AS + 7TAL + 7BS + 7BL

1BL + 2AS + 4AL.1 +5BL +
6AL.2 + 7TAS + 7AL + 7BL

7,79 (1) K+U+K+K+U+U+K+K 1,80 2,18 -0,38 1,75 29,16 7,74

7,93 (1)  K+U+U+U+K+U+U+K 1,94 1,92 0,02 1,88 31,39 7,87

* *%* *k*k

1,2 indican diferentes QTL posicionados sobre un mismo brazo cromosémico. *, **,
significancia del Test t con p< 0,05, p<0,01, p< 0,001 respectivamente. ns= no significativo.
Ms= media de la poblacién seleccionada, DSo= Diferencial de seleccion observado, DSe=
Diferencial de seleccion esperado, Di= DSo-DSe, GG = ganancia genética, % GG= ganancia
genética en porcentaje, MFn+1= media predicha en la filial n+1.
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Estos resultados muestran que la seleccion asistida por marcadores sobre el CPC es
eficiente y es posible obtener una GG equivalente o superior a la que se obtiene
mediante seleccién fenotipica. Es importante tener en cuenta que el numero de
genotipos que portan los QTL seleccionados en esta poblacién representa un 2-3 % de

la poblacién original, lo que significa una presion de seleccion muy alta.

En funcion de esto, para utilizar la MAS, debe tenerse en cuenta el numero de
genotipos de la poblacion a seleccionar y el numero de caracteres evaluados. Valores
de GG% intermedios (10-14%) pueden alcanzarse seleccionado sobre distintas
combinaciones de dos QTLs, disminuyendo la presion de seleccion al 10-20 %. Las

distintas alternativas deben tenerse en cuenta en funcion de los objetivos planteados.

12. Principales QTLs identificados

La Figura 18 muestra los principales QTLs identificados asociados al CPC y al CIE b*,

posicionados sobre los cromosomas.
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Figura 18: QTLs para CIE b* y CPC posicionados sobre el mapa de ligamiento de la
poblacién de RILs (UC1113 x Kofa) de trigo candeal (Figuras modificadas de Zhang et
al., 2008)
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Consideraciones finales
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1. Conclusiones

e En trigo candeal la herencia del contenido de pigmentos y color amarillo
es compleja, siendo afectada por varios genes y por el ambiente, en forma

moderada.

® El niumero de ambientes requeridos para realizar el mapeo de QTL es un
factor importante a tener en cuenta, ya que los mismos genotipos
presentan la expresion de genes/QTL diferentes en los distintos

ambientes.

® Muchos de los QTL detectados en esta tesis fueron informados
previamente por otros autores utilizando distintas poblaciones de trigo
candeal y pan, lo cual valida los resultados aqui obtenidos. Por otro lado,
se identifico un nuevo QTL sobre el cromosoma 7AS, asociado a CIE b*y
CPC.

® |as regiones gendmicas de mayor efecto asociadas a CIE b* y CPC fueron
coincidentes, lo que demuestra un control genético similar para ambos

caracteres

® Con la informacién de marcadores ligados a CPC y CIE b* obtenida en
este tesis es posible seleccionar indirectamente caracteres de color en
trigo candeal con una eficiencia similar a la seleccién fenotipica y con la

ventaja de no requerir ensayos a campo y analisis de calidad.
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2. Perspectivas

El trigo y el arroz son los productos vegetales que aportan la mayor cantidad de
calorias y proteinas per capita en el mundo vy, por lo tanto, son vehiculos utiles para
incrementar el aporte de nutrientes esenciales, como los carotenoides. La
concentracién de carotenoides en trigo es pequefia comparada con la que se
encuentra en frutos y vegetales. Sin embargo, un pequefo incremento en la
concentracién de carotenoides en productos elaborados con trigo podria tener un
impacto nutricional importante en aquellas poblaciones cuya ingesta de calorias

depende del consumo de este cereal.

En la actualidad, la seleccion asistida por marcadores (MAS) es aplicada con mayor
frecuencia en los programas de mejoramiento publicos y privados. En Argentina, el
Programa Nacional de Mejoramiento de Trigo del INTA utiliza MAS para no menos de
15 genes de resistencia a roya de la hoja, fusariosis de la espiga (Sumai 3) y
diferentes marcadores asociados a calidad panadera, especificamente para gluteninas
de alto peso molecular (Glu-A, Glu-B1, Glu-D1), gluteninas de bajo peso molecular
(Glu-A3 y Glu-D3), gliadinas y secalinas (Gli-Al y Gli-D1), puroindolinas A y B (genes
Pin-a y Pin-b), genes waxy de endosperma almidonoso (Wx-Al y Wx-Bl) y
susceptibilidad al prebrotado (gen viviparous, Vp1). También son utilizados
marcadores para genes de vernalizacion (Vrn-Al, Vrn-B1 y Vrn-D1), respuesta al
fotoperiodo (Ppd-D1) y altura de planta (Rht-1, Rht-2 y Rht-8) (Helguera, com. pers.,
2008).

Recientemente, un proyecto financiado por la ANPCyT, junto con el INTA, el
CONICET, tres Universidades Nacionales (UNS, FAUBA, UNRC) y 6 criaderos
privados del pais (Bioceres SA, Criadero Klein SA, Buck Semillas SA, Nidera SA,
Asociacién de Cooperativas Argentinas, Relmdé SA y Asociados Don Mario SA) intenta
aplicar herramientas de biotecnologia para sumar competitividad y sustentabilidad a la
cadena de trigo (PAE 37108), de manera de que el MAS se incorpore como estrategia
de rutina en los programas de mejoramiento genético de trigo en un futuro cercano.

Esta tesis esta encuadrada dentro los objetivos de este proyecto.
Los genes involucrados en la via de la biosintesis de carotenoides son buenos

candidatos para explicar algunas de las diferencias en el color del endosperma y la

concentracion de carotenoides entre cultivares de trigo.
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En nuestro pais el germoplasma elite de trigo candeal se generd a partir de pocos
cultivares llegados de paises del mediterraneo a principios del siglo XX, o mas
recientemente del CIMMyT. No se han conducido estudios de diversidad genética pero
es posible que la variabilidad genética no sea muy alta. Generar esta informacion es
fundamental, ya que revelaria la estructura genética del germoplasma y seria de gran
utilidad para los fitomejoradores. Por otro lado, es posible ampliar la base genética del
caracter introgresando genes de especies emparentadas. Con esta informacion
adicional, sumada a la aplicacion de nuevas tecnologias como MAS, es posible lograr
programas de mejoramiento mas eficientes y acelerar el lanzamiento de cultivares con
mayor color, y rendimiento. El candeal recuperaria asi su importancia en la zona
triguera, posibilitando que nuestro pais vuelva a poseer una posicion destacada en su

produccién en el escenario mundial.

En paralelo con esta tesis se ha avanzado en la evaluacion en tres ambientes de
47 cultivares comerciales y lineas avanzadas, de diferentes origenes, para
caracteres de rendimiento y calidad. Estos conforman la coleccidon base para
futuros estudios de diversidad genética y mapeo por asociacién, que se
realizardn como parte de mi trabajo Postdoctoral. Durante el mismo se validaran
los QTL identificados hasta la fecha a través del mapeo por asociacién y andlisis

de QTL sobre otras poblaciones biparentales.

Para ello se cuenta con una coleccién de 120-130 cultivares y lineas avanzadas
que seran utilizadas en estudios de desequilibrio de ligamiento y mapeo por
asociacion. Ademas se dispone de cuatro cruzamientos biparentales con

progenitores contrastantes para caracteres de calidad y rendimiento

Buck Topacio x VF 042
Bonaerense INTA Caril6 x Ci 1936
VF 0113 x Canizzo
CBW 0105 x 73-IAT2

La poblacién de mapeo utilizada en este estudio esta siendo utilizada también
por el mismo grupo de trabajo, con el objetivo de mapear QTLs de rendimiento
en trigo candeal y de este modo abordar la temética quizas méas compleja del
mejoramiento genético vegetal con las herramientas genético-moleculares y

bioinformaticas desarrolladas en este estudio.
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Tabla 42: Coeficiente de correlacion simple de Pearson en cada ambiente entre
parametros de color y CPC.

Ambiente I Ambiente IV
Variable| CIEL* CIEa* CIEb* CPC Variable | CIEL* CIEa* CIEb* CPC
CIE L* 1 -0,58*** -0,08ns  0,07ns CIE L* 1 -0,90*** -0,45** 0,13
CIE a* 1 -0,11ns  -0,19* CIE a* 1 0,25***  -0,10ns
CIE b* 1 0,83*** CIE b* 1 0,84***
CPC 1 CPC 1
N=267 N=279
Ambiente II Ambiente V
Variable| CIEL* CIEa* CIEb* CPC Variable | CIEL* CIEa* CIEb* CPC
CIE L* 1 -0,34*** 0,04ns  -0,11ns CIE L* 1 -0,07ns 0,09ns  0,10ns
CIE a* 1 -0,14*  -0,17* CIE a* 1 -0,27***  -0,51%**
CIE b* 1 0,83*** CIE b* 1 0,86***
CPC 1 CPC 1
N=276 N=279
Ambiente III Ambiente VI
Variable| CIEL* CIEa* CIEb* CPC Variable | CIEL* CIEa* CIEb* CPC
CIE L* 1 -0,75*** -0,11ns  -0,13* CIE L* 1 -0,86*** -0,37*** -0,04ns
CIE a* 1 -0,20*  -0,17** CIE a* 1 0,09ns  -0,33***
CIE b* 1 0,86*** CIE b* 1 0,78***
CPC 1 CPC 1
N=279 N=271
Campana 2006/07 Campana 2007/08
Variable L* a* b* CPC Variable L* a* b* CPC
CIE L* 1 -0,35*** 0,19***  -0,04ns CIE L* 1 -0,28*** -0,19***  -0,07*
CIE a* 1 0,11** 0,00ns CIE a* 1 0,19**  -0,09**
CIE b* 1 0,77** CIE b* 1 0,88***
CPC 1 CPC 1
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