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RESUMEN

Las zonas de produccion de cebada (Hordeum vulgare L.) de Argentina se caracterizan por la
variabilidad climética entre sitios y afios, causando variaciones de rendimiento por hectarea y en la
calidad industrial de los lotes cosechados. El déficit de Iluvias durante el ciclo del cultivo causa el mayor
impacto en ambos factores. Los programas de mejoramiento de cebada deben considerar y minimizar los
efectos de una alta interaccion genotipo x ambiente, para que las variedades liberadas tengan menor
variacion de calidad al ser utilizadas como materia prima de los procesos industriales.

La evaluacién de calidad mediante micromalteos y andlisis de malta es costosa y consume mucho
tiempo. La deteccion de loci de caracteres de herencia cuantitativa (QTL) relacionados con calidad en
condiciones de sequia podria ser una herramienta de seleccion para esos ambientes. Otros caracteres
como temperatura de canopeo y respuesta al fotoperiodo, también fueron evaluados.

Para el mapeo de QTL se utilizd una poblacion de 150 lineas doble haploides, derivadas del
cruzamiento entre la linea argentina Mut 6519 y la variedad europea Aspen, ensayada en el periodo 2007-
2011 en cuatro localidades con suelos y regimenes de temperatura y precipitaciones diferentes. Se
analizaron rendimiento, contenido de proteina, tamafio de granos, y los principales caracteres de calidad.
Se determind la respuesta fotoperiddica de las lineas mediante ensayos en cinco fechas de siembra, y la
temperatura de canopeo en ambientes con y sin déficit de lluvias. Ademas, se realizaron dos ensayos en la
localidad de Fort Collins (Estado de Colorado, EEUU) con y sin riego.

Se analizaron 333 marcadores de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y
27 marcadores de secuencias simples repetitivas 0 microsatélites (SSR), utilizandose para el mapeo 231
marcadores. Se detectaron 25 QTL en ambientes sin estrés, 8 en estrés moderado, 6 en estrés intenso, y 7
en ambientes con estrés severo, con porcentajes de explicacion de la varianza fenotipica (PEV) entre
6,8% y 19,9%. Aln con valores LOD altamente significativos, los PEV de cada uno de los caracteres a
través de todos los ambientes fueron bajos (maximo 3,6%).

Los QTL que aportaron mayor explicacion a los caracteres de calidad se localizaron en los
ambientes Tres Arroyos 2007 y 2011 para proteina (11,4% y 10,6%), Puan 2011 (2 QTL) y La Dulce
2010 para humedad de salida de remojo (19,9%, 17,6% y 14,4%), Puan 2010 (2 QTL) y Tres Arroyos
2011 para dureza de malta (13,5%, 11,3% y 13,4%), todos ellos ambientes sin déficit. Los QTL
detectados en ambientes con estreses moderados y severos aportaron poca explicacion a los caracteres.

Las correlaciones entre las herramientas simples utilizadas con todos los caracteres medidos, si
bien estadisticamente significativas en algunos casos, fueron bajas como para ser utilizadas con fines de
seleccion. Las distribuciones de frecuencia de cada caracter indicaron herencia transgresiva en casi todos
los ambientes, permitiendo seleccionar los genotipos con mejores resultados que el parental de mayor
valor para cada caracter.

Los métodos que combinan los rankings de caracteres en ambientes contrastantes, y el analisis de
estabilidad de los resultados de una cantidad grande de ambientes con y sin limitaciones, serian las
herramientas més efectivas para seleccionar genotipos con mejores aptitudes productivas.
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ABSTRACT

Barley (Hordeum vulgare L.) crop areas in Argentina display climatic variability between
sites and years, causing variations in yield and in industrial quality of the harvested lots. Rainfall
deficit during the crop cycle causes the greatest impact on both factors. Barley breeding
programs have to consider and minimize the effects of a high genotype x environment
interaction, so that the released varieties have less variation in quality when used as raw material
for industrial processes.

Malting quality evaluation by micromalting and malt analysis is expensive and time-
consuming. Detection of quantitative traits loci (QTL) related to industrial quality in drought
conditions could be a selection tool in those environments. Other characters such as canopy
temperature and photoperiod response were also evaluated.

For QTL mapping, a population of 150 double haploid lines was used, derived from the
crossing between the Argentine line Mut 6519 and the European variety Aspen, tested during the
period 2007-2011 in four locations with different soils and temperature and rainfall regimes.
Yield, barley protein, grain size, and the main industrial quality characters were analyzed.
Photoperiodic response of the lines was evaluated by trials in five sowing dates, and the same
was canopy temperature in environments with and without rainfall deficit. In addition, two trials
were conducted in Fort Collins (State of Colorado, USA) with and without irrigation.

Three hundred and thirty three amplified fragment length polymorphism markers (AFLP)
and 27 simple sequence repetitive or microsatellite markers (SSR) were analyzed, using 231
markers for the mapping. Twenty five QTL were detected in stress-free environments, 8 in
moderate stress, 6 in intense stress, and 7 in environments with severe stress, with percentage of
explained phenotypic variation (PEV) between 6.8% and 19.9%. Even with highly significant
LOD values, the PEV of each character across all the environments was low (maximum 3.6%).

QTL that provided the highest explanation for quality traits were located in Tres Arroyos
2007 and 2011 for protein (11.4% and 10.6%), Puan 2011 (2 QTL) and La Dulce 2010 for
steeping out (19.9%, 17.6% and 14.4%), Puan 2010 (2 QTL) and Tres Arroyos 2011 for malt
hardness (13.5%, 11.3% and 13.4%), all environments without water deficit. The QTL detected
in environments with moderate and severe stress contributed little explanation to the characters.

The correlations between simple tools used with all the measured characters, although
statistically significant in some cases, were too low to be used for selection purposes.
Observations of the frequency distributions of each character indicated transgressive inheritance
in almost all environments, allowing selecting the genotypes with better results than the parent of
greater value for each trait.

The methods that combine the character ranking in contrasting environments, and the
stability analysis of the results in a high amount of environments with and without limitations,
would be the most effective tool to select genotypes with best productive aptitudes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Situacion mundial

La cebada (Hordeum vulgare L.) pertenece a la familia Gramineas y es uno de los
cultivos de producciéon de grano mas importante. En el afio 2016, la produccion mundial de
cebada fue de 141,3 millones de toneladas (mt), siendo asi el sexto cultivo en importancia —
después del maiz, arroz, trigo, papa y soja-, y el cuarto cereal mas cultivado (FAOSTAT, 2018).
Europa es el continente de mayor produccion total (88,5mt), mientras que Sudamérica se
encuentra entre los de menor produccién (4,75mt).

Desde 1990 a la actualidad la produccién global ha descendido, principalmente por la
disminucion en Europa, mientras que en el resto de los continentes la produccion se mantuvo
estable o se incremento, como es el caso de Sudamérica.

Del total producido de cebada, una parte se destina a la elaboracién de malta y otra a la
alimentacion humana y/o animal. Considerando las estadisticas del comercio mundial de cebada
del periodo 2014/15, de un total de 21,7 mt, 17,6 mt (81,1%) se comercializaron como cebada
forrajera y 4,1 mt (18,9%) como cervecera. En el periodo anterior, 18,5 mt de cebada forrajera y
4,3 mt de cervecera, representan exactamente los mismos porcentajes sobre el total (81,1 y
18,9% respectivamente sobre 22,8 mt) (e-malt.com. 2016).

En la actualidad, Argentina es el noveno pais en produccién cebada (3,31 mt), precedido
por la Union Europea (59,8 mt), Rusia (19,5 mt), Ucrania (9,4 mt), Australia (7,6 mt), Canada
(7,12 mt), Turquia (4,0 mt) y Estados Unidos (3,85 mt). La figura 1.1 muestra la evolucion de la
produccion de cebada argentina, desde el afio 1990 hasta el 2016 (Ultima estadistica oficial
disponible)
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Figura 1.1: Evolucion de la produccién argentina de cebada, periodo 1990-2016. Fuente:
FAOSTAT, 2018.

Del total producido en Argentina en 2016, 1,4 mt se destinaron a la produccion local de
malta, y casi 2 mt fueron exportadas.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 1



La capacidad de malteo instalada a nivel mundial es de 27,1 mt. En el afio 2013, la
produccion mundial de malta fue de 21,5 mt. Para elaborar dicha cantidad de malta se requiere
aproximadamente un 20% mas de cebada (por pérdidas de proceso), totalizando asi 25,8 mt. Eso
significa que, sobre 145 mt de produccion mundial en el afio 2013, el 18,42% del total se destind
a la produccion de malta, porcentaje muy cercano al dado por el comercio internacional para
cebada cervecera.

Las empresas cerveceras mas importantes tienen una produccién propia de malta de 6,13
mt. El resto es producido por compafias malteras que son proveedoras de las anteriores y
también de otras cervecerias que no elaboran su malta.
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Figura 1.2: Capacidad de malteo de las mayores cervecerias del mundo
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Figura 1.3: Capacidad de malteo de las mayores malterias independientes del mundo

1.2. Zonas de produccion en Argentina

En nuestro pais, las principales zonas de produccion de cebada se encuentran en las
Provincias de Buenos Aires (Centro-Norte, Sudeste, Sudoeste, Oeste), Santa Fe (Sur), Entre Rios
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(Sur), Cordoba (Sur) y La Pampa (Este). Debido al costo logistico de transporte y
almacenamiento de la cebada para su procesamiento como malta, la ubicacion geogréfica de las
malterias esta relacionada con dichas regiones. Las cervecerias, en cambio, se encuentran dentro
de las &reas de mayor consumo.

CARGILL
TAI-PAN
MALTERIA PAMPA
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CARGILL MALTERIA QUILMES

MALTEAR

Figura 1.4: Ubicacion geogréafica de las plantas productoras de malta argentinas.

Algunas de las zonas mencionadas manifiestan una variabilidad climéatica temporal
destacada, con afios secos en el periodo de cultivo de cereales de invierno, resultando en menores
rendimientos agronémicos y tamafio de los granos, y otras veces con buena disponibilidad
hidrica, permitiendo la expresion de mayores rendimientos y mejor calidad comercial.

Particularmente para estos ambientes, se requiere variedades de cebada con estabilidad de
calibre (tamafio de granos, medido por el porcentaje de granos retenidos sobre una zaranda de
2,5 mm), para que las condiciones de sequia o0 de altas temperaturas durante el periodo de
Ilenado de los granos no afecten la especificacion de calidad comercial.

En la Provincia de Buenos Aires, las precipitaciones totales anuales disminuyen de este a
oeste Aires (Figura 1.5). Una dificultad que se presenta en Argentina para la seleccion por
tolerancia a sequia, es la variacién temporal registrada ain en sitios que se encuentran al oeste de
la isohieta de 600mm. En el area de produccion no existen regiones en las que todos los afios se
presenten condiciones de sequia. Esto significa, afios con déficit y otros con exceso en la misma
zona. Por el contrario, en sitios con un mayor promedio de precipitaciones anuales, algunos afos
presentan condiciones de sequia en momentos relevantes del cultivo, disminuyendo el potencial
de rendimiento y/o afectando el tamafio de los granos.
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Figura 1.5: Distribucién de lluvias en la Provincia de Buenos Aires.

Como ejemplo de las variaciones comentadas, la figura 1.6 muestra las precipitaciones
anuales en Tres Arroyos, desde el afio 1971 al 2016.
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Figura 1.6: Precipitaciones totales anuales de Tres Arroyos (mm), serie 1971 a 2016. Promedio
historico: 788mm (linea roja).
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El promedio del cuartil superior de la serie de 45 afios es 999,8 mm, mientras que el
promedio del cuartil inferior es 583,2mm.

En esa misma serie de afios durante los meses de octubre y noviembre (meses mas
relevantes por la ocurrencia del periodo critico del cultivo y del llenado de los granos), la
variabilidad de las precipitaciones es ain mas acentuada (Figuras 1.7 y 1.8).
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Figura 1.7: Precipitaciones del mes de octubre de Tres Arroyos, serie 1971 a 2016. Promedio

historico: 77,4mm (linea roja) Promedio cuartil superior: 131,2mm, promedio cuartil inferior:
29,3mm.
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Figura 1.8: Precipitaciones del mes de noviembre de Tres Arroyos, serie 1971 a 2016. Promedio

historico: 84,1mm (linea roja). Promedio cuartil superior: 152,7mm, promedio cuartil inferior:
26,9mm.
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El impacto de estas variaciones en el mejoramiento genético se manifiesta, por un lado,
en la dificultad de seleccionar en forma continua por tolerancia a sequia, y por el otro, en la
necesidad de liberar al mercado cultivares con potencial de rendimiento suficientemente alto
para su expresion en los afios con buena disponibilidad hidrica, y lo suficientemente estables en
tamanfo de granos y calidad industrial, para los afios con déficit de agua.

1.3. Modificacion del Endosperma de Cebada

Se denomina asi al fendbmeno de disolucién enzimatica de paredes celulares y matriz
proteica. La transformacion de cebada a malta esta definida por la modificacion del endosperma,
que posibilita la exposicién de los granulos de almiddn a la accion de enzimas amiloliticas.

Al iniciarse el proceso de germinacion, las giberelinas sintetizadas en el embrion durante
el llenado del grano, se movilizan hacia la capa de aleurona donde se activan la sintesis y
secrecion de enzimas hidroliticas hacia el endosperma central (Fincher y Stone, 1993). Estas
enzimas (denominadas en forma general glucanasas, proteasas y amilasas) movilizan las reservas
del endosperma, disolviendo secuencialmente las paredes celulares, la matriz proteica y el
almidon. Idealmente, la estructura del endosperma de los granos de malta (formada por paredes
celulares y matriz proteica) se disuelve durante el transcurso de la germinacion controlada. La
germinacion se interrumpe con el secado, antes de que la descomposicion del almidon -que
provee azlcares simples al embridn- alcance un grado de intensidad tal que ocasione pérdidas de
sustrato para la cerveceria. La amil6lisis enzimética se realiza durante el cocimiento en la
cerveceria, transformando el almidon proveniente de la malta en carbohidratos fermentables
(Bamforth y Barclay, 1993).

La tasa de sintesis de enzimas en la aleurona y la velocidad y eficiencia de la secrecion
enzimética dentro del endosperma son fundamentales para la calidad maltera. Una rapida y
extensa degradacion de los polisacaridos de las paredes celulares, beta-glucanos vy
arabinoxilanos, debe ocurrir a través de todo el endosperma (Palmer et al., 1985). Seria deseable
entonces, que las enzimas hidroliticas correspondientes sean secretadas rapidamente en el
endosperma, teniendo mayor tiempo para completar la degradacion de las paredes celulares. De
la misma manera para las proteasas que solubilizan las hordeinas y degradan la matriz proteica
en la cual los granulos de almidén estan embebidos. En este caso, deberia asegurarse que la
degradacion proteica no sea excesiva, si no otros factores de la calidad podrian afectarse (Mac
Gregor, 1996).

El tipo de endosperma, sea vitreo o harinoso, también tiene influencia en la modificacion
durante el malteado. El endosperma tipo harinoso tiene caracteristicas deseables para la cebada
cervecera, debido a que su condicion facilita la absorcion de agua y su distribucién durante el
remojo, y la modificacion del endosperma durante la germinacion (Palmer, 1989). Los granos
vitreos tienden a tener niveles de proteina y beta-glucanos mas altos, y granulos de almidén de
tamafno mas pequefio que los endospermas harinosos (Mac Gregor, 1996).

Si bien la genética juega un rol en la determinacion de la estructura del endosperma, las
condiciones ambientales durante el crecimiento son muy importantes. Condiciones de
crecimiento frescas tienden a producir endospermas harinosos, con niveles de proteinas mas
bajos, mientras que condiciones secas y calidas tienden a producir cebadas con menor contenido
de almiddn, y en consecuencia, granos con mayores niveles de proteina y mas vitreos. (Mac
Gregor, 1996).
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El contenido total de proteina del grano, es una de las caracteristicas usada actualmente
para predecir la calidad maltera potencial de un lote que proviene del campo. Es un parametro
sensible a las fluctuaciones de las condiciones ambientales (suelo, clima y manejo) y muestra
una correlacion negativa con otras determinaciones que definen la calidad. Mientras esta
correlacion provee una guia uatil para predecir la calidad potencial, no siempre explica la
variacion que se observa entre afios (Howard et al., 1996). Las caracteristicas estructurales del
grano como la densidad del endosperma, la particion entre proteina y almidon, el espesor de las
paredes celulares, y el contenido de céscaras, pueden afectar la absorcion de agua y su
distribucion y asi, la homogeneidad (MacLeod, 2000). La calidad maltera es un caracter
complejo, dependiente de la interaccion de caracteristicas individuales expresadas durante el
desarrollo del grano y durante el proceso industrial. Del primero resultan las diferencias en la
estructura del endosperma y su composicion (por ejemplo, cantidad de B-glucanos y hordeinas),
mientras que del proceso de malteo derivan principalmente la produccion de enzimas hidroliticas
y sus efectos sobre las células del endosperma y sus componentes de reserva (Lazzeri y Shewry,
1993; MacLeod, 2000).

1.4. Resistencia a la sequia

La sequia es el estrés abidtico mas devastador que afecta la productividad de los cultivos,
causada por lluvias insuficientes y/o por patrones de precipitacion alterados o erraticos (Toker et
al., 2007). La gravedad de la misma depende de la época de ocurrencia, duracién e intensidad
(Serraj et al., 2005). El impacto de la sequia en las producciones agricolas se evidencié desde
principios del siglo XVII, causado por los efectos de la intervencién humana en la deforestacién
(Held et al., 2005). El incremento de las emisiones que causan el efecto invernadero se ha
traducido en precipitaciones alteradas, aumento de superficies aridas, desertificacion vy
finalmente, reduccion de la productividad. Suele ir acompafiada de temperaturas relativamente
altas, que incrementan la evapotranspiracion y afectan la cinética de la fotosintesis,
intensificando asi sus efectos y reduciendo los rendimientos. Se prevé que la ocurrencia de
sequia en muchas regiones productoras de alimentos aumentaran significativamente en respuesta
al cambio climético (Collins et al. 2008; Reynolds y Ortiz 2010).

Una condicidn estresante es aquélla que reduce la tasa de algin proceso fisiolégico por
debajo de la tasa maxima que la especie mantendria en condiciones favorables. Jacob Levitt
(1972) tomo el concepto de “stress” de la fisica. El término alude a “cualquier fuerza que actia
sobre un cuerpo y provoca una tension o deformacion del mismo”, y lo adapto a la biologia
COMo “un factor externo que actua sobre un organismo provocando modificaciones —respecto
de su funcionamiento normal- de naturaleza fisico y/o quimica”. La fuerza generadora del estrés
bioldgico estd constituida por todas aquellas alteraciones que ocurren en el medio ambiente y
que pueden influir en el desarrollo normal de la planta; esto corresponde a la funcion metabdlica
que ha sido modificada o alterada. (Goldberg et al., 2011).

En la literatura se encuentran muchas definiciones sobre resistencia a la sequia,
expresadas de diferentes formas como resistencia, homeostasis, tolerancia, escape, adaptacion,
supervivencia, productividad en relacion al uso de agua, proteccion contra o defensa frente al
estrés hidrico. Pareciera que los recién llegados a esta disciplina de investigacion, a menudo
crean nuevas definiciones sin tener en cuenta las anteriores. Por ese motivo, Blum (2014)
propone volver al concepto de resistencia a la sequia establecido por Levitt en 1972, quién
establece que cuando el agua en el entorno de la planta llega a ser deficiente, la transpiracion no
puede satisfacer plenamente la demanda atmosférica, y asi el déficit evoluciona. Este déficit
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genera una tension en la planta que causa dafios e impulsa una red de respuestas que son
proporcionales a su intensidad. La planta puede hacer frente a esta situacion, evitando o
tolerando la tension. La resistencia a la sequia involucra dos componentes. Uno es el que “evita
la deshidratacion”, siendo ésta la capacidad de reducir el déficit de agua de las plantas. El otro es
el que "tolera la deshidratacion™ que es la capacidad para mantener las funciones de las plantas
bajo déficit hidrico (Blum, 2014).

La tolerancia a la sequia es un caracter cuantitativo complejo controlado por varios genes
de efecto menor y es a menudo confundido por diferencias fenoldgicas en las plantas (Bernabé et
al., 2008; Fleury et al., 2010). Para abordar la complejidad de las respuestas de las plantas a la
sequia, es vital comprender la base fisiologica y genética de esta respuesta. La falta de
comprension de los mecanismos moleculares en la estabilidad de rendimiento ha obstaculizado
tanto los métodos tradicionales como el uso de la genética moderna en el mejoramiento de la
tolerancia a la sequia de las plantas (Passioura 2010; Sinclair 2011). Los recientes avances en la
fisiologia de cultivos, el fenotipado sistematico y la gendmica han dado lugar a conocimientos
adicionales sobre tolerancia a la sequia, proporcionando nuevas herramientas para el
mejoramiento (Tuberosa y Salvi, 2006). Mientras que la fisiologia vegetal mejora nuestra
comprension acerca de la compleja red de caracteres relacionados con la tolerancia a la sequia,
mejorando asi la eficiencia de seleccidn, los enfoques de la biologia molecular y la genémica
identifican genes candidatos y QTLs asociados con estos caracteres.

Para un adecuado abastecimiento de la industria cervecera, la tolerancia a la sequia tiene
implicancias en el rendimiento (por el volumen de cebada que necesita como materia prima en
las malterias), en el tamafio y porcentaje de N de los granos (por su calidad comercial), y en la
calidad industrial. Existen antecedentes que muestran una influencia negativa en la calidad
cuando el llenado de los granos se realiza en condiciones de déficit hidrico, debido a una mayor
dificultad de modificar el endosperma durante el proceso de malteo (Aguinaga, 2004) y en la
temperatura de gelatinizacion del almidén acumulado (Palmer, 1989, Mac Gregor, 1996).

1.5. Métodos directos e indirectos de seleccidn por tolerancia a sequia

El estado hidrico de las plantas es una caracteristica importante que impacta directamente
en la fotosintesis y en la tasa de crecimiento. Los mecanismos que regulan el uso del agua por la
planta forman un area importante de investigacion en fisiologia del estrés y el mejoramiento
(Aharon et al., 2014).

Sin entrar en el detalle particular de cada método, por escapar al objetivo de esta tesis, los
métodos utilizados para medir el estado hidrico de las plantas son:

Dispositivo electrénico para medir el uso de agua en tiempo real

Céamara de presién para medir el potencial agua de las hojas

Contenido relativo de agua

Ajuste osmético

Conductancia estomatica

Imagen térmica

Uso de polietilenglicol para variar el estado hidrico de las plantas

Llenado de grano en condiciones de estrés hidrico por uso de reservas del tallo
Determinacion de carbohidratos solubles en tallo

Refugio contra lluvia
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NDVI (Normalized difference vegetation index)
Temperatura de canopeo (Blum et. al., 1982)
Indice de resistencia a sequia (IRS)

En esta tesis se utilizaron las dos Gltimas metodologias, con el fin de probar herramientas
simples de seleccion por resistencia/tolerancia a una menor disponibilidad hidrica.

1.5.1. Temperatura de Canopeo

Uno de los roles importantes que cumple la transpiracion (T) es el enfriamiento de las
hojas. Asi, la temperatura de canopeo (TC) y su reduccion relativa a la temperatura del aire (TA)
es una capacidad que tiene la planta de enfriar las hojas en un ambiente demandante. Las
relaciones entre TC, TA y T no son simples, involucran condiciones atmosféricas (déficit de
presion de vapor, TA y velocidad del viento), suelo (principalmente humedad) y planta (tamafio
y arquitectura del canopeo, y ajustes de las hojas al déficit hidrico). En mejoramiento y seleccion
por resistencia a sequia, el interés es encontrar genotipos que mantengan el nivel de
transpiracion, el intercambio gaseoso y una menor TC, cuando se comparan genotipos en las
mismas condiciones de campo.

TC relativamente menores en cultivos estresados por sequia indican una mejor capacidad
de tomar agua del suelo y mantener un mejor estado hidrico relativo, debido a caracteres
constitutivos y adaptativos (Blum, 2009). Esta capacidad, expresada como menor TC, fue
correlacionada con el rendimiento final bajo estrés (Reynolds, 2009). En las décadas de 1970/80
se publicaron trabajos que correlacionaban positivamente el rendimiento potencial de trigo con la
conductividad estomaética (ejemplo, Fisher et al., 1981). En los "90, las correlaciones positivas
encontradas entre el rendimiento de trigo irrigado y la discriminacion isotopica de Ci3 fueron
evidencias indirectas de la correlacion entre rendimiento y conductividad estomatica.
Adicionalmente, ambas variables estuvieron asociadas con una mayor actividad fotosintética
(Condon et al., 1990). No obstante, la medicion de actividad fotosintética y la discriminacion
isotopica resultan métodos poco practicos y caros para aplicar en programas de mejoramiento,
debido al nimero de progenies que se manejan en las etapas de seleccion y evaluacion.

En cambio, la termometria infrarroja utilizada sobre el canopeo es un método
suficientemente rapido como para ser usado en programas de seleccidn. Existen resultados
empiricos que han demostrado que la diferencia entre la temperatura de las hojas y la
temperatura del aire se relaciona linearmente con la conductividad estomatica (Pinter et al,
1990). Debido a que esta diferencia es negativa (generalmente la temperatura del canopeo es
inferior a la temperatura del aire), Amani et al. (1996), utilizaron la “depresion de temperatura de
canopeo” (DT) como el valor positivo de la diferencia entre TC y TA, estableciendo que de los
factores publicados por otros investigadores (déficit de presion de vapor, temperatura del aire,
radiacion neta, resistencia aerodinamica del canopeo y velocidad del viento), el factor mas
dominante (ademas de la conductividad estomatica), en cultivos bien irrigados, fue el déficit de
presién de vapor (DPV), que se relaciona linear y positivamente con la DT, y ésta con el
rendimiento de trigo irrigado en ambientes de alta demanda atmosférica (clima seco y céalido)
(Reynolds et al., 1994, Amani et al., 1996).

El uso de termdmetros infrarrojos manuales, ademas del tiempo que requiere para medir
cada parcela individualmente, tiene la desventaja de la ocurrencia de cambio de condiciones
climéticas cuando el numero total de parcelas a medir es alto. La depresion por temperatura salva
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en parte el inconveniente del cambio de temperatura, pero no asi la velocidad del viento, o la
aparicion repentina de nubosidad, que obliga a detener la medicién en forma inmediata. Deery et
al (2016) publicaron una metodologia utilizando termografia aérea, mediante la cual se reduce la
variacion temporal del clima, cuando se realizan fenotipados de grandes experimentos con
termometros infrarrojos de mano. EI método incluye un software desarrollado para el
procesamiento de datos (pixeles) que relaciona las imégenes con la TC en forma muy répida.

Sobre una poblacion de RILs de trigo del cruzamiento Seri/Babax, Pinto y Reynolds
(2015) encontraron que un mismo QTL estuvo asociado con menores temperaturas de canopeo
para condiciones de sequia y de alta temperatura. Los genotipos “mas frescos” tuvieron un
sistema radicular mas profundo, extrayendo 35% mas de agua del perfil del suelo. Para las
condiciones de mayor temperatura, ese grupo de genotipos concentr6 mas raices cerca de la
superficie. Este uso de la TC profundiza el conocimiento de bases fisioldgicas que podrian
explicar un diferencial de rendimiento en condiciones estresantes.

1.5.2. Indice de Resistencia a la Sequia (IRS)

El rendimiento bajo estrés es un criterio de seleccion importante para ambientes limitados
en agua. Sin embargo, debido al efecto del potencial de rendimiento en el rendimiento bajo
estrés, este Ultimo no es una estimacion solida de la resistencia a sequia en términos de
rendimiento. La proporcién de reduccion por estrés en rendimiento o biomasa (rendimiento bajo
estrés como porcentaje del rendimiento sin estrés) se usa a menudo como un estimador de
resistencia en términos de produccion, en adicion al rendimiento absoluto bajo estrés. La
determinacion de esta proporcidn requiere ensayos bajo condiciones de estrés por un lado y
completa irrigacién por otro.

El IRS desarrollado por Fisher y Maurer en 1978 es una mejora sobre la simple expresion
de rendimiento bajo condiciones de estrés y no estrés. Aqui, el IRS muestra la proporcion de la
reduccion de rendimiento debido al estrés en un genotipo comparado con la reduccion promedio
sobre todos los genotipos ensayados. Originalmente ellos propusieron un indice de
susceptibilidad a sequia.

El célculo se realiza con la expresion: (Ys/Yn)/(Ms/Mn), donde Ys y Yn son los
rendimientos del genotipo (o biomasa) bajo condiciones de estrés y no estrés, Ms y Mn son los
rendimientos promedios (0 biomasa) de todos los genotipos del ensayo en condiciones de estrés
Y NO estreés.

Algunos mejoradores expresan que este indice no es una representacion verdadera de la
resistencia a la sequia en términos de rendimiento, ya que esta sesgado por el potencial de
rendimiento (rendimiento en condiciones de no estrés), es decir, los genotipos de mayor
potencial de rendimiento tienden a expresar un indice mas bajo (Blum, 1995).

1.6. QTLs relacionados con calidad industrial

Los caracteres que definen la calidad maltera (por ejemplo, contenido de extracto,
actividad de a y f-amilasa, poder diastasico, contenido de B-glucanos, actividad de -glucanasa,
proteina de los granos, calibre, dormancia, entre otros) tienen herencia cuantitativa e influencia
ambiental. Las tecnologias moleculares abrieron las puertas para una mejor comprension de estos
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caracteres, ya que los analisis de QTL identifican regiones cromosomicas, marcadores ligados,
efectos génicos, interacciones QTL*ambiente y QTL*QTL. La tabla 1.1 muestra una revision de
QTLs mapeados y publicados de estudios realizados en EEUU, Europa, Australia y Asia (Zale et
al., 2000).

Tabla 1.1: Resumen de los QTLs de calidad industrial mapeados en nueve poblaciones. AA: a-
amilasa; BA/F: B-amilasa Un/gr harina; BA/P: B-amilasa Un/mgr de proteina; BBG: B-glucanos
de cebada; Dor: dormicion de cebada; DP: poder diastasico; EV: viscosidad de extracto; F/C:
diferencia de molienda fina-gruesa; FMBGase: B-glucanasa en malta terminada; GMBGase: -
glucanasa en malta verde; GP: proteina en granos; KP: calibre de cebada; MBG: B-glucanos de
malta; MBGase: B-glucanasa de malta; ME: extracto de malta; SMP: proteina soluble de malta;
SIT: relacion proteina soluble/proteina total; TMP: proteina total de malta; WC: transparencia de
mosto.

_ Cromosoma
Poblacion de Mapeo
1 2 3 4 5 6 7
Blenheim/E224-3 GP DP, GP, KP DP, GP, KP KP ME, DP
Calicuchima-sib/Bowman AA, DP AA, GP, ME DP, AA ME AA
Chebec/Harrington GP Dor DP, AA, BA/F Dor
Clipper/Sahara BA/F FMB-Gase BA/F AA
. AA, DP, F/C, GP, AA, DP, AA, DP, F/C,
Dicktoo/Morex ME GP GP
cp F/C GP, ME
Galleon/Haruna Nijo DP, GP, BA/F BA/F BA/F DP, AA BA/F
DP, ME, GP ME, KP, GP
M5O E/c, By, AR, | MS 55 65,
Harrington/TR 306 GP a/p | BAPBAE ok P | eark eae, || A, DP, F/C,
F/C, EV, MBG DP
F/C SMP, BBG, EV
ME, KP, GP, MBG, BA/P,
MBG FMBGas| BBG,ME, | o | BA/F, DP, A, DP, ME, AA, | \E, BA/P, |AA, DP, GP,
Steptoe/Morex e, MBGase, |DP, AA, GP, ! " | ME, GP, Dor, KP, BAJF, BA/F, AA, [FM/GMBGa
AA, DP, WC, MBG,
Dor, AA, DP, KP FM/GM, |\ 1/GMmBGase| DP,GP | se, Dor, KP
BA/P Smp BGase
, GP, DP, kP, | ME GPBA/F, GP, KP, AA,
Harrington/Morex BA/P, DP, KP, GP KP BA/P
BA/F, BA/P S/T S/T

Ciento sesenta y ocho QTLs relacionados con 19 caracteres de calidad maltera fueron
mapeados en nueve poblaciones. Las regiones gendmicas donde se encontraron estos QTLs estan
distribuidas a lo largo de cada uno de los siete cromosomas de cebada, especialmente
concentrados en los cromosomas 1, 2, 4, 5y 7. Mientras que existe una buena conservacion de
ellos en algunos sectores cromosomicos entre las diferentes poblaciones, hay otros que son
unicos. Es notable también que se mapearon muchos QTLs superpuestos, es decir, de caracteres
relacionados. Por ejemplo, los QTLs de extracto de malta son casi siempre coincidentes con
caracteres tales como actividad de enzimas hidroliticas, siendo probable que la causa de ello sea
la existencia de efectos pleiotropicos. Dado que los determinantes de la calidad maltera estan
distribuidos en todo el genoma de cebada, se debe tener precaucion en la eleccion de los QTLs
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para seleccionar en los programas de mejoramiento. La magnitud del efecto, por supuesto, es un
criterio que puede ser aplicado. En algunos casos, las regiones ampliamente conservadas pueden
ser los objetivos de seleccion para mantener la calidad, pero la seleccion por regiones unicas
puede conducir a nuevas mejoras.

El mapeo de QTLs en cebada ha recibido atencion mundial. EI proyecto North American
Barley Genome Mapping se ha enfocado en las poblaciones de Steptoe/Morex,
Harrington/TR306, Harrington/Morex, entre otras. En Europa, se ha estudiado la poblacion
Blenheim/E224/3, y en Australia, las poblaciones Chebec/Harrington, Clipper/Sahara and
Galleon/Haruna Nijo.

1.7. QTLs relacionados con tolerancia a sequia

La mayor parte de los datos disponibles de trabajos con marcadores moleculares referidos
a tolerancia a sequia estan basados en mapeo por segregacion y andlisis de QTLs. Se estan
haciendo esfuerzos para comprender las bases genéticas de los caracteres fisioldgicos que
confieren ventajas en ambientes de sequia, aunque se le prestd6 menor atencion a entender la
estabilidad de rendimiento en ambientes secos y humedos (Syvanen, 2005). La tolerancia a
sequia es un caracter cuantitativo tipico, no obstante, hay genes simples que pueden cumplir un
rol muy importante en la adaptacion al déficit, como los que controlan el tiempo a floracion o el
tipo de espiga (Forster et al., 2004).

La aplicacién del analisis de QTL ha provisto de buenas oportunidades para identificar
regiones cromosomicas que controlan las variaciones de cambios fisioldgicos, morfoldgicos y de
desarrollo, observadas durante el crecimiento de las plantas en condiciones de sequia. Se ha
prestado particular atencion a:

— Variacion genética de ajuste osmético (Teulat et al., 1998; Robin et al., 2003)

— Bases genéticas de caracteres fisiologicos, ejemplo, “stay green” (Sanchez et al., 2002;
Jiang et al., 2004; Verma et al., 2004)

— Habilidad de las raices para explorar suelo profundo (Johnson et al., 2000; Nguyen et al.,
2004)

— Limitacion de uso de agua reduciendo area foliar y periodo de crecimiento (Anyia and
Herzog, 2004)

— Discriminacidn isotopica (Martin et al., 1989; Juenger et al., 2005; Saranga et al., 2004)

— Limitacion de la pérdida de agua no estomatica desde las hojas, por ejemplo, a través de
la cuticula (Lafitte and Courtois, 2002)

— Respuesta de la velocidad de alargamiento foliar en funcion de la humedad del suelo y la
demanda de evaporacion (Reymond et al., 2003).

Los analisis comparativos de resultados de QTLs muestran que las regiones
cromosOmicas que determinan variacion en caracteres agronomicos Y fisioldgicos relacionados
con sequia cubren una gran proporcion del genoma total. Existen colecciones de QTLs
relacionados con sequia de muchas especies cultivadas en bases de datos abiertas como
GRAMENE (www.gramene.org/) o0 GRAINGE (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/). La asociacion
entre la variacién de caracteres cuantitativos relacionados con sequia y los efectos de esos
caracteres en rendimiento en ambientes favorables y con déficit, es la principal meta de
investigaciones presentes y futuras. Buscando la coincidencia entre loci de caracteres especificos
y loci para rendimiento bajo estrés y en ambientes libres de estrés, es posible ensayar mas
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precisamente si un caracter especifico tiene significancia en mejorar la tolerancia y el potencial
de rendimiento. Por ejemplo, en arroz, los QTLs para rendimiento en estrés fueron coincidentes
con QTLs para caracteres de raiz y ajuste osmético (Babu et al., 2003). Varios loci mayores para
rendimiento bajo diferentes regimenes ambientales fueron mapeados junto con QTLs para
senescencia tardia de la hoja bandera en trigo (Verma et al., 2004).

La estrategia de genes candidatos promete acercar los enfoques de genética cuantitativa y
molecular para estudiar caracteres complejos y ha sido aplicado, por ejemplo, para encontrar
genes potencialmente involucrados en tolerancia a la sequia para cebada y arroz (Zheng et al.,
2003; Nguyen et al., 2004; Diab et al., 2004; Tondelli et al., 2006).

1.8. Determinantes fisioldgicos y genéticos de la tolerancia a sequia

La sequia es el estrés ambiental mas importante en agricultura, y por esa razon, se han
hecho muchos esfuerzos para mejorar la productividad bajo condiciones limitantes de agua.
Mientras que la seleccion natural de las especies favorecid los mecanismos de adaptacion y
sobrevivencia, el mejoramiento ha dirigido la seleccion hacia el incremento del rendimiento de
las especies. Con muchos afios de mejora se lograron incrementos en ambientes secos, y ademas,
los trabajos de investigacion han provisto ganancias significativas en la comprension de las
respuestas fisiologicas y moleculares de las plantas bajo déficits de agua. No obstante, todavia
hay una gran brecha de rendimiento entre condiciones Optimas y con estrés. Minimizar esta
brecha e incrementar la estabilidad de rendimiento son las vias de importancia estratégica para
garantizar alimentos en el futuro.

La evolucion de los cultivos desde su domesticacion se ha conducido mediante la
seleccion de caracteres deseables a nivel fenotipico. De todas maneras, la seleccion directa por
rendimiento bajo condiciones de estrés por sequia ha sido obstaculizada por la baja
heredabilidad, control poligénico, epistasis, interacciones genotipo*ambiente y QTL*ambiente
significativas (Piepho, 2000). La complejidad de los mecanismos de tolerancia a sequia explica
el lento progreso en mejora de rendimiento en ambientes secos. Afortunadamente, en los ultimos
afios la fisiologia y la gendémica estan trayendo nuevas ideas en la tolerancia a sequia, aportando
quizas otras herramientas para el mejoramiento (Tuberosa y Salvi, 2006).

Los incrementos en potencial de rendimiento logrados por el mejoramiento estan bien
documentados para la mayoria de los cultivos (Grausgruber et al., 2002). Frecuentemente, la
ganancia genética ha sido estudiada comparando en el mismo ensayo el rendimiento de los
cultivares liberados en diferentes épocas. Para la mayoria de los cultivos se encontro una relacion
linear entre el rendimiento y el afio de liberacion, y asi, la pendiente de la recta da una
estimacion de la mejora (Abeledo et al., 2002). La comparacion de los cultivares hizo posible la
identificacion de los caracteres morfo-fisioldgicos asociados con el aumento de rendimiento. Por
ejemplo, los trabajos realizados con genotipos de trigo y cebada mostraron que el incremento en
rendimiento de granos estuvo correlacionado directamente con un incremento en el indice de
cosecha, desde 30% hasta 55% (Slafer et al., 1994), mientras que la acumulacién total de
biomasa permanecié casi invariable a lo largo de los afios, debido a una reduccion en altura de
planta, proceso asociado con la introgresion en el germoplasma elite de unos pocos genes que
afectaron la altura de las plantas, principalmente Rht en trigo (Slafer et al., 1994) y swd en
cebada (Lundqvist et al., 1997; Franckowiak et al., 2005). En general, se ha registrado una
ganancia genética de 10 a 50 kg/ha por afio para cereales y legumbres, incluyendo aquellas
caracterizadas por vastas regiones secas. En Argentina, las estadisticas de rendimiento de cebada
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Rendimiento (KgiHa)

muestran una ganancia genética promedio de 60 kg/ha/ afo, desde el afio 1970 hasta el 2015
(Figura 1.9)

Rendimientos de Cebada Cerveceraen Argentina
(fuente: FAOSTAT, 2016)
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Figura 1.9: Evolucion de rendimientos promedios comerciales en Argentina, periodo
1970 — 2015. Datos extraidos del sitio web de FAO, 2016.

La informacion obtenida de la ganancia genética comparando cultivares de diferente afio
de liberacion no es absoluta debido a la influencia ambiental (fundamentalmente, disponibilidad
de agua) sobre el comportamiento de las variedades. Cuando los valores de rendimiento de trigo
y cebada fueron estimados en ambientes con diferente disponibilidad de agua, el progreso de
rendimiento atribuido a la mejora genética fue, en términos absolutos, mas altos en los ambientes
caracterizados por un bajo nivel de estrés (Slafer et al., 1994). Sin embargo, cuando los
incrementos de rendimiento fueron expresados en porcentaje, no se registraron diferencias en
ambientes con diferentes grados de estrés. Esto sugiere que algunos de los caracteres
seleccionados para mejorar el rendimiento conducen también a aumentos de rendimiento en
ambientes secos (Araus et al., 2002).

Una cantidad de estudios fisiologicos han identificado algunos caracteres por los cuales
su presencia o0 expresion esta asociada con la adaptabilidad a sequia. Entre ellos, caracteres como
plantas pequefias, area foliar reducida, precocidad y cierre estomatico prolongado, conducen a
una evapotranspiracion total reducida, pero también a un menor potencial de rendimiento
(Fischer and Wood, 1979). Dependiendo de las condiciones de estrés (momento e intensidad) de
los ambientes objetivo, algunos caracteres adaptativos pueden ser considerados para la mejora de
rendimiento bajo sequia si ellos permiten a las plantas enfrentar un evento de estrés que tiende a
ocurrir cada afio en la misma etapa de crecimiento. Por ejemplo, un buen nivel de precocidad es
una estrategia de mejoramiento efectiva para mejorar la estabilidad de rendimiento en ambientes
mediterraneos cuando la cebada es expuesta a sequias terminales. En estas condiciones,
acortando la duracion del cultivo, una estrategia de escape tipica, puede ser util en sincronizar el
ciclo de cultivo con las condiciones ambientales mas favorables. Es sabido, sin embargo, que una
precocidad extrema conduce a penalidad de rendimiento, con precocidad no correlacionada con

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 14



rendimiento en ambientes mediterraneos. Una floracion tardia, seguida por un periodo de llenado
de grano corto, puede estar asociada con un rendimiento mas alto cuando la sequia se produce en
una etapa temprana del ciclo, durante la fase vegetativa (van Ginkel et al., 1998).

1.9. Guia para el futuro

El esquema de la figura 1.10 fue publicado por Mir et al. (2012), como un enfoque
holistico que integra gendmica, fisiologia y mejoramiento genético para desarrollar variedades
con mayor tolerancia a la sequia, a partir de la necesidad de un trabajo multidisciplinario para
enfrentar las consecuencias del cambio climético. La ocurrencia de sequias en todo el mundo se
ha tornado endémica debido a este cambio. Esto trae serias preocupaciones y coloca una gran
responsabilidad en los cientificos para desarrollar variedades adecuadas para la sequia.
Optimizar la estabilidad de rendimiento de los cultivos principales y de los cultivos localmente
importantes es esencial. Mantener la seguridad de cosecha en este escenario requiere enfoques
sistematicos que incluye el desarrollo y uso de germoplasma resistente a la sequia (Reynolds and
Ortiz, 2010). Se cree que los avances recientes en fisiologia, gendémica y futuras estrategias de
mejoramiento, conduciran la naturaleza multigénica de los estreses abidticos, incluyendo la
sequia.
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Figura 1.10: Enfoque holistico que integra genémica, fisiologia y mejoramiento genético para
desarrollar variedades con mayor tolerancia a la sequia (Mir et al., 2012)

1.10. Propésito de esta tesis

En los afios previos a la idea original de esta tesis, se observo la complejidad que causaba
la variabilidad climéatica para seleccionar genotipos que respondiesen favorablemente a
situaciones de sequia. Esto significa que las lineas que manifestaban buena calidad en ambientes
sin restricciones de agua, mostraban mala calidad cuando las condiciones climaticas durante el
cultivo eran estresantes.
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Se puede afirmar que, en definitiva, esto también ocurre con el rendimiento. Pero en el
caso de la calidad industrial, el desafio es encontrar lineas que, ain sabiendo que no podran
manifestar el potencial de calidad desarrollado en ambientes sin restricciones, al menos poder
manifestar una calidad aceptable, por ejemplo, cumpliendo con las especificaciones minimas de
calidad de malta.

Los micromalteos y las determinaciones de calidad de malta son costosas y requieren de
tiempos mayores a los andlisis realizados para definir la calidad en otras especies. Una capacidad
limitada de micromaltear y analizar las muestras de malta, habitualmente obliga a hacerlo
solamente para lineas mas avanzadas, por ejemplo, con dos o mas de dos afios de ensayos.
Idealmente, el screening por calidad deberia comenzar en etapas de desarrollo anteriores, por
ejemplo, en las progenies Fs 6 Fg de poblaciones segregantes, o con pocos gramos en caso de
provenir de produccion de doble haploides, pero la seleccion en estas etapas requeriria una
cantidad elevada de micromalteos, muchas veces dificil de realizar.

Al momento de definir la posibilidad de mapear QTLs para realizar seleccién asistida, en
el programa de mejoramiento de Cerveceria y Malteria Quilmes estaba comenzando a utilizarse:

1) Para calidad: el método de dureza de malta con Farindgrafo Brabender para
seleccionar las mejores lineas por capacidad citolitica, utilizando solamente 12
gramos de muestra.

2) Pararendimiento y calibre: métodos de estabilidad

Posteriormente, fueron pensados como posibilidad de herramientas simples de seleccién
en etapas muy tempranas:

3) La temperatura de canopeo, para detectar lineas que mantuvieran el canopeo con
menor temperatura, principalmente durante la etapa de llenado de los granos, con la
idea de detectar lineas con mayor acumulacién de almidén en los granos, componente
principal del extracto, ademas del posible beneficio para rendimiento y tamafio de los
granos;

4) la respuesta a fotoperiodo, por haber sospechado relaciones negativas entre dicha
respuesta y calidad en 3 tipos de germoplasma (argentino, europeo y norteamericano).

Estas ideas, lejos de pretender ser estudiadas a un nivel de profundidad necesario para
la busqueda de respuestas fisioldgicas (escapando al objetivo de la tesis), buscaban la manera
de hacer mas répido y eficiente el proceso de seleccion.

En el afio 1999, el Dr. Max Baumer, mejorador del Instituto Bayerische Landesanstalt fur
Landwirtschaft de Alemania, quién era asesor externo del programa de Investigacion de
Cerveceria y Malteria Quilmes, observé que la linea Mut 6519 manifestaba caracteristicas de
tolerancia a la sequia en un ensayo comparativo de rendimiento en el Criadero de la Asociacion
de Cooperativas Argentinas de la localidad de Cabildo. Teniendo como objetivo el logro de una
calidad aceptable en condiciones limitantes de agua, el Dr. Baumer penso6 en la posibilidad de
generar una poblacion de doble haploides a partir del cruzamiento entre la linea Mut 6519, de
aparente tolerancia a la sequia y calidad industrial media a baja (como se vera en la explicacion
correspondiente en el capitulo de Materiales y Métodos), con la variedad Aspen, de muy buena
calidad industrial. A partir de esta poblacion, el objetivo era realizar el mapeo de QTLs de
caracteres de calidad, con el fin de detectar QTLs que se expresen en ambientes con limitaciones
de agua.
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Debido a que en los ensayos realizados se registraron datos agronémicos, (ademas de los
relacionados con calidad de las muestras micromalteadas, motivo principal del trabajo), se
incluyeron también las sgtes determinaciones:

-Rendimiento,

-Calibre, como componente de calidad comercial,

-Proteina, como componente de calidad comercial e industrial,
-Temperatura de canopeo,

-Respuesta a fotoperiodo,

En definitiva, el mapeo de QTLs asociados a las determinaciones de calidad industrial,
asi como otras herramientas de fenotipado, fueron evaluados como una solucion a la eficiencia
de seleccion en los ambientes con menor disponibilidad de agua, para lo cual, se plantearon las
hipétesis y objetivos detallados en el punto 1.11.

1.11. Hipotesis y Objetivos especificos
1.11.1. Hipotesis 1

La variabilidad climatica observada entre sitios y afios en la zona de produccion de
cebada de Argentina genera diferencias de rendimiento y calibre en un mismo genotipo. Tales
variaciones causan una mayor complejidad en la seleccién de lineas y poblaciones segregantes
en los programas de mejoramiento.

Obijetivo 1.1: Explorar la variabilidad climética espacial y anual en cuatro localidades del
Sudeste y Sudoeste de la Provincia de Buenos Aires, donde se realiza alrededor del 65% del
cultivo.

Objetivo 1.2: Evaluar el rendimiento y tamafio de los granos en los ambientes
experimentales y relacionarlo con la variabilidad climética.

Objetivo 1.3: Evaluar el efecto del riego suplementario sobre el rendimiento y tamario de
los granos y relacionar los resultados con los obtenidos en sitios de diferente disponibilidad de
agua.

Objetivo 1.4: Presentar diferentes métodos de estabilidad de rendimiento y tamafio de
granos.

Objetivo 1.5: Evaluar la temperatura de canopeo y la respuesta a fotoperiodo como
herramientas simples de seleccion para rendimiento y tamafio de los granos.
1.11.2. Hipotesis 2
Las variaciones ambientales generan diferencias de calidad industrial, afectando el

porcentaje de proteina de los granos de cebada, y otros parametros de calidad de la malta
obtenida.
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Objetivo 2.1: Evaluar los resultados de calidad industrial en diversas situaciones
ambientales.

Objetivo 2.2: Analizar el contenido de proteina de los granos y los posibles factores que
lo afectan.

Objetivo 2.3: Evaluar parametros de calidad aparentemente relacionados, con el fin de
buscar correlaciones que permitan disminuir el nimero de determinaciones analiticas para
seleccionar eficientemente.

1.11.3. Hipdtesis 3

Es posible construir un mapa de ligamiento de marcadores AFLP y SSR a partir de una
poblacion de mapeo de doble haploides proveniente del cruzamiento entre las lineas Mut 6519 y
Aspen.

Objetivo 3.1: Obtener una poblacién de mapeo a partir del cruzamiento de la linea Mut
6519 con la variedad Aspen,

Obijetivo 3.2: Analizar marcadores AFLP y SSR en dicha poblacion de mapeo

Objetivo 3.3: Establecer las relaciones de ligamiento entre los marcadores moleculares
utilizados (AFLP y SSR), posibilitando la construccion de un mapa genético de cebada.

1.11.4. Hipdtesis 4

Es posible identificar regiones genémicas relacionados con rendimiento, tamafio de los
granos, respuesta a fotoperiodo, temperatura de canopeo y todas las determinaciones analiticas
que caracterizan la calidad industrial de cebada.

Objetivo 4.1: Localizar QTLs para todos los caracteres agronémicos y de calidad
estudiados, utilizando un software de mapeo.

Obijetivo 4.2: Verificar si las regiones gendmicas identificadas con calidad en ambientes
de adecuada disponibilidad hidrica son diferentes a las regiones que lo hacen en ambientes con
deficiencia, con el fin de utilizar esta metodologia para seleccion asistida en ambientes
contrastantes.

Objetivo 4.3: Determinar si para caracteres de calidad relacionados (por ejemplo, extracto
con proteina) aparecen QTL en posiciones coincidentes o cercanas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material genético

Para la realizacion de esta tesis se obtuvieron lineas doble haploides (DH) procedentes
del cruzamiento entre la linea mutante Mut 6519 y la variedad europea Aspen.

La linea Mutante 6519 se origin0 a partir de un tratamiento mutagénico con azida sodica
2x10™ M sobre semillas de la variedad Quilmes Painé, realizado por el Ing. Agr. Alberto R.
Prina del Instituto de Genética “Ewald A. Favret” (Convenio INTA - Cerveceria y Malteria
Quilmes, 1992). En la generacién M6 se tuvo el primer registro de resistencia a sequia de esta
linea y al afio siguiente, con intensa sequia en la localidad de Cabildo (Provincia de Buenos
Aires), la linea Mut 6519 particip6 de un ECR en el Criadero de la Asociacion de Cooperativas
Argentinas, en el que demostré muy buen tamafio de los granos a pesar de dicha condicion
ambiental (Anexo 1).

2.1.1. Caracterizacion fisioldgica de la linea Mut 6519

En el afio 2008, el Profesor Urs Schmidhalter, responsable del Institute of Plant Nutrition,
School of Life Sciences, Universidad Técnica de Minich, Weihenstephan, evalué variables
fisiologicas de la Mut 6519 (asimilacion, transpiracion, conductividad estomética y eficiencia de
uso de agua). La Figura 2.1.1.1 muestra los resultados de dichas variables fisioldgicas. Con los
valores obtenidos, se considerd a la linea Mut 6519 como tolerante a sequia (Hofmann et al.,
2009).

El experimento fue realizado en macetas y colocadas en camara de exposicion en el
Helmholtz Center in Neuherberg, Munich. Se ensayaron tres genotipos: Barke, una variedad de
cebada de origen aleman (Criadero Breun) con buena calidad maltera, la linea Mut 6519, con
antecedentes en el campo de buena tolerancia a sequia, y la linea IPZ 24727 del Instituto LfL de
Alemania, con antecedentes de buena tolerancia a la exposicion a rayos UV.

Se sembraron un set de 4 plantas x 4 repeticiones con riego continuo y otro set de 4 x 4
plantas irrigado hasta fin de espigazén, y luego sometido a un perido de estrés por sequia durante
12 dias. El clima simulado en el interior de la cAmara fue una imitacion del promedio de clima
de los afios 2004 a 2006 de Munich, comenzando en abril y finalizando a mediados de agosto.
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Figura 2.1 Caracterizacion fisiolégica de la linea Mut 6519. Mut UV- Kontrolle = Mut 6519
control sin aplicacion de rayos ultravioleta. Mut UV- trocken = Mut 6519 sin aplicacion de rayos
ultravioleta y crecimiento en sequia, Mut UV + Kontrolle = Mut 6519 control con aplicacion de

rayos ultravioleta. Mut UV + trocken = Mut 6519 con aplicacion de rayos ultravioleta y
crecimiento en sequia.

En la Fig. 2.1 Se observa mayor eficiencia de uso de agua, menor conductividad
estomatica y menor transpiracion en el tratamiento Mut UV- sequia, comparado con el control y
con otros tratamientos del mismo ensayo. Como aspecto negativo de produccion de biomasa se
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observa una menor asimilacion, comparado con los mismos tratamientos mencionados
anteriormente.

2.1.2. Caracteristicas agronoémicas de la linea Mut 6519

En el Anexo 1 se describen la forma de obtencion de la linea Mut 6519 y la genealogia
hasta linea estable.

En el afio 1998, correspondiente a la generacion Mg en el registro de ese afio del Criadero
Quilmes consta que la parcela 98/M/544 tuvo el primer registro de tolerancia a sequia.
“Observacion 2/11/98: planta totalmente verde (hasta las hojas inferiores) a pesar de la condicion
de sequia”.

La linea Mut 6519 tiene alta respuesta a fotoperiodo y ciclo a floracion intermedio (valor
4 de una escala de 1=tardio a 9=precoz, se vera en el capitulo correspondiente), muy similar a
genotipos desarrollados en la década del 90 por el programa de mejoramiento de Cerveceria y
Malteria Quilmes.

Con respecto al rendimiento, en el registro de analisis Head to Head del afio 2000 que
compara la linea Mut 6519 con los testigos de la época, el promedio de 23 ensayos realizados en
los afios 1998, 1999 y 2000, la linea Mut 6519 dio 4082,79 Kg/Ha versus 3776,06 Kg/Ha de
Quilmes Palomar (108,1% de Q. Palomar, valor “t” = -2,94, estadisticamente significativo), y
4140,80 de Quilmes Painé (98,6% de Q. Painé, valor “t” = 0,74, no significativo).

La calidad industrial de Mut 6519 se considera media a baja, debido a que en la época de
desarrollo de ésta y otras lineas del programa de CMQ, el periodo de germinacion en Argentina
era de 6 dias, es decir, las especificaciones industriales podrian cumplirse con una germinacion
larga. Es la misma situacion de Quilmes Painé (variedad sobre la que se realizé el tratamiento
mutagénico). En Europa, en la misma época, el tiempo de germinacién ya habia sido acortado,
desarrollandose variedades mas rapidas en germinar y cumplir con las especificaciones de malta.
Es el caso de Aspen (padre de la poblacion de DHs) y de otras variedades como Scarlett y Barke,
inscriptas en Alemania en el afio 1994. Se vera en el capitulo correspondiente a calidad
industrial, con 4 dias de germinacion el contenido de B-glucanos de alto peso molecular en el
mosto, indicador de la capacidad enzimatica para descomponer paredes celulares y sus
productos, es significativamente més alto en Mut 6519 que en Aspen.

2.1.3. Caracteristicas de Aspen

El cv. Aspen es una variedad de cebada cervecera primaveral de origen europeo, obtenida
por el Criadero Nickerson y liberada en el afio 1999. Se obtuvo a partir del cruzamiento de las
variedades Vintage y Chariot. Tiene excelente calidad industrial (Indice de Calidad de Malta =
9), alta resistencia a Erysiphe graminis, media a Dreschlera teres y leve susceptibilidad a
Puccinia hordei y Rhynchosporium secalis (Braugersten Jahrbuch, 1998). La eleccion de esta
variedad como padre se bas6é en los resultados de rendimiento agronémico en Alemania, y
fundamentalmente por la excelente calidad industrial.

Las caracteristicas que diferencian a ambos padres se resumen en la Tabla 2.1.1.
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Tabla 2.1.1: Resumen de las caracteristicas del cv. Aspen y de la linea Mutante 6519

Parental ASPEN MUTANTE 6519
Origen Europa Argentina
Potencial de Rendimiento Alto Medio
Calibre en ari:]itélrei)(r:l;[)es con estrés Medio Alto
Respuesta a fotoperiodo Media Alta
Calidad Industrial Alta Media a baja

2.2. Protocolo de obtencion de plantas doble haploides: cultivo de anteras

Para este propdsito, se siguid el protocolo desarrollado en el Instituto LfL Pflanzenbau
(Instituto de Produccién de Cultivos y Mejoramiento de Plantas del Estado de Bavaria,
Alemania) por el Dr. Gert Daniel (2006).

En el afio 2005 se realizaron los cruzamientos entre la linea Mut 6519 y la variedad
Aspen, con el fin de obtener plantas F;, cuyas flores fueron el origen de las anteras utilizadas
para la obtencidn de los doble haploides.

Consta de las siguientes etapas:
2.2.1. Cultivo de plantas donantes de anteras

Las plantas donantes son aquéllas de las cuales se extraen las anteras. Las mismas deben
crecer en ambientes controlados para asegurar 6ptimas condiciones, ya que de haber factores que
producen estrés durante el crecimiento, éstas podrian afectar profundamente la respuesta
androgénica. El vigor de estas plantas es influenciado por varios parametros, tales como
temperatura, intensidad de luz, fotoperiodo, nutricion, disponibilidad de agua. Cuanto mas
apropiadas y uniformes sean las condiciones de crecimiento de las plantas donantes, mas
uniforme es el desarrollo de las microsporas y mayor es la cantidad de plantas verdes obtenidas.
Para lograr una buena tasa de macollaje, y con esto un mayor nimero de espigas y de anteras en
estado Optimo para ser sembradas in vitro, las condiciones de cultivo en macetas son las
descriptas en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1. Condiciones de crecimiento de plantas donantes de anteras

TEMPERATURA . TIEMPO
ETAPA AMBIENTE °C) LUZ (tipo y horas) (dias)

Siembra y germinacion | Invernadero 18-24 Natural 10

Vernalizacion Camara 4 Tubos luz blanca, 11 28

Crecimiento vegetativo Camara 8 Lamparas HQ 400 28
1 Osram

Crecimiento vegetativo Camara 14-16 Lamparas HQ 400 28
2 Osram

Floracion Invernadero 14-16 Natural 28
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2.2.1.1. Siembra: Por cada cruzamiento se toman entre 10 a 15 semillas y se colocan en
bins de macetas pequefas (diametro de 4,5 cm), con tierra. Se mantienen 10 dias en invernéculo,
con temperatura entre 18 a 24 °C, con luz natural y riego moderado, manteniendo solamente la
superficie levemente himeda al tacto.

2.2.1.2. Vernalizacion: en el caso de cebadas primaverales (como es el caso de Aspen y
Mut 6519), este requerimiento no es indispensable, pero se ha comprobado que la aplicacion de
un periodo de bajas temperaturas induce una mayor cantidad de macollos y por lo tanto, de
espigas y anteras para extraer. El proceso de vernalizacion se lleva a cabo en una camara a 4 °C,
con luz blanca (tubos fluorescentes)

2.2.1.3. Crecimiento vegetativo 1: las plantas en bins se trasplantan a macetas de 14 cm.
de diametro, y se colocan en cdmara por un periodo de 3 a 4 semanas a 8 °C, con nivel medio de
riego, controlado diariamente como en la etapa anterior, y lamparas HQ 400 Watts, a razén de 1
lampara por metro cuadrado.

2.2.1.4. Crecimiento vegetativo 2: en la misma camara de crecimiento se incrementa la
temperatura a 14 — 16°C, bajo la misma iluminacion.

2.2.1.5. Floracion: es la ultima etapa antes de cortar las espigas. Se coloca a las plantas en
invernaculo, con temperatura de 14 a 16 °C y luz natural.

2.2.2. Seleccidn de espigas y estado de desarrollo de microsporas:

En cebada, el desarrollo de las microsporas dentro de las flores y el de flores dentro de las
espigas generalmente estan sincronizados, con flores apicales y basales levemente atrasadas. Los
macollos que contienen espigas al estado de desarrollo deseado pueden ser preseleccionadas
sobre la base de su morfologia. Es un factor critico para la induccién exitosa de androgénesis.
Para confirmar el estado inicial de las microsporas, se extraen las anteras de la parte central de la
espiga y se aplastan en un portaobjeto con una gota del colorante acetocarmin al 4%. Las
microsporas tefiidas son examinadas en un microscopio. El estado se determina sobre la base del
tamafio y posicién del nicleo y la vacuola en la célula. La respuesta androgénica méas alta se
alcanza cuando las espigas colectadas contienen microsporas al estado Ilamado uninucleado
medio a tardio.

En cebada, la distancia entre la hoja bandera y la pendltima hoja indica el estado de
desarrollo de las microsporas apropiado. Para la mayoria de los genotipos, los macollos deberian
ser cosechados cuando la distancia entre la hoja bandera y la penultima hoja es 3 a 6 cm. Para
algunos genotipos, la hoja bandera puede estar emergida 0 a 1 cm por encima de la penultima
hoja, y para otros, las puntas de las aristas deberian estar visibles por encima de la hoja bandera
(Szarejko, 2003).

En las plantas F1 utilizadas en este trabajo se determino el estado morfoldgico que
coincidia con el estado mid-uninucleado, que fue 0,5 cm de arista emergida. De todas maneras,
antes de cortar las espigas, se abria la vaina de la hoja bandera dejando expuesta la espiga y se
extrajo unas pocas anteras para controlar con microscopio el estado de desarrollo de la
microspora. Si se observaba un atraso al momento ideal, se marcaba la maceta y se controlaba al
dia siguiente.
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2.2.3. Cultivo de anteras

2.2.3.1 Pretratamiento de frio: las espigas cortadas se identifican y se colocan en cajas de
Petri con division en el centro de la caja, de un lado la espiga y del otro lado un trozo de esponja
himeda para conservar la humedad de la espiga, y se llevan a camara a 4°C en oscuridad,
durante 28 dias.

2.2.3.2. Siembra de anteras

2.2.3.2.1. Esterilizacion de las espigas: Se colocan las espigas entre toallas de papel
embebidas con hipoclorito de sodio al 2%, durante 1 minuto, trabajando en mesada de flujo
laminar. Posteriormente, se realiza el enjuague por arrastre con agua destilada esteril.

2.2.3.2.2. Siembra de anteras propiamente dichas: luego de esterilizadas, se corta el
costado de cada flor (espiguilla) y se extraen las 3 anteras con una pinza de punta fina
esterilizada con alcohol etilico al 70% y flameada en mechero Bunsen.

Las anteras se siembran en cajas de Petri con medio de induccion (Tabla 2.2.4.1), y se
colocan en camara de crecimiento en oscuridad a 22-24 °C durante 4 semanas.

2.2.4. Cultivo de callos en medio de regeneracion

Luego de cuatro semanas, los callos formados durante la etapa de induccidn se repican a
frascos con medio de regeneracion (Tabla 2.2.4.1). Los frascos se colocan en camara de

crecimiento a 22-24 °C, con luz fluorescente, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, durante 35
dias.

Tabla 2.2.4.1: Componentes de los medios de induccidn de callos y regeneracion de plantas

INDUCCION REGENERACION
Concentracion final (mgr/litro)

Macroelementos

NH4NO3 165 165
KNO3 1900 1900
CaCl2*2H20 440 440
MgS0O4*7H20 370 370
KH2PO4 170 170

Microelementos

MnSO4*H20 16,9 16,9
ZnSO4*7TH20 8,6 8,6
H3BO3 6,2 6,2
KI 0,83 0,83
CuS04*5H20 0,025 0,025
Na2zMo04*2H20 0,25 0,25
FeNa2-EDTA 40 40
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Elementos organicos

Glutamina 750
Mio-inositol 100 100
Tiamina 0,4 0,4
IAA 1,0
BAP 1,0
Maltosa 63000
Azlcar de mesa 20000
Gelrite 3400 3400
pH 5,6 5,6

2.2.5. Obtencidn de plantas doble haploides
2.2.5.1 Trasplante de frascos a macetas en camara himeda

Las plantas regeneradas se trasplantan a bins con soporte vermiculita esterilizada y se
colocan en contenedores envueltos con plastico fino, en camara de crecimiento a 22-24 °C con
iluminacién fluorescente (16 hs-8 hs). El riego en el momento del trasplante se realiza con
Solucion nutritiva de Hoagland (Hoagland and Arnon, 1950).

2.2.5.2 Rustificacion

Luego de transcurrida una semana del trasplante, se corta parcialmente el plastico con el
objeto de iniciar el intercambio gaseoso de las hojas con la atmosfera. A la semana siguiente, el
plastico se extrae completamente y las plantas permanecen en esas condiciones de temperatura y
luz por una semana mas. El riego contintia siendo con Solucion de Hoagland.

2.2.5.3 Trasplante a macetas definitivas:

Las plantas obtenidas se trasplantan a macetas conteniendo tierra mezclada con turba a
razén de 70:30. Se colocan en invernaculo con luz natural + artificial (de ser necesaria) con un
fotoperiodo de 16 horas, y temperatura ambiente regulada para que no exceda los 25 °C ni
disminuya los 10 °C (con equipo de aire acondicionado y calefaccion por aire). El riego fue por
aspersion agregado segun necesidad. La apertura y cierre de cortinas laterales, y el control de
temperatura (calefaccion o aire acondicionado) se realizd con un PLC central que controlaba
estas variables (Inverndculo Industrias Nahiel). Una vez cosechadas las plantas en forma
individual, se eligieron al azar 150 plantas para multiplicar, que fueron los Doble-Haploides
(DH) utilizados para el trabajo de tesis.

La figura 2.2.1 corresponde a fotografias de cada una de las etapas del método.
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Figura 2.2.1. Etapas del cultivo de anteras. A) y B) Desinfeccion de espigas, C) Extraccién de
anteras, D) Regeneracion in vitro, E) Plantas regeneradas en camara humeda (rustificacion), F)
Plantas rustificadas en camara de crecimiento, G) Plantas en macetas definitivas.
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2.3. Ensayos de Campo

Se realizaron ensayos en los siguientes afios y sitios:

2007 2008 2009 2010 2011
Tres Arroyos Tres Arroyos 1 Tres Arroyos 1 Tres Arroyos 1 Tres Arroyos
Tres Arroyos 2 Tres Arroyos 2 Tres Arroyos 2
Cabildo Cabildo Cabildo Cabildo
Puéan Puéan Puén Puén
La Dulce La Dulce La Dulce La Dulce

El propdsito en la eleccion de los sitios (Figura 2.3.1) fue contar con un rango de
condiciones de temperaturas y precipitaciones que permitiera analizar el comportamiento
diferencial de los genotipos obtenidos en la etapa previa.

Figura 2.3.1.: Ubicacion de los sitios experimentales en la Provincia de Buenos Aires.1) La
Dulce (Criadero José Buck SA) 38,283S, 59,2000, 75msnm. 2) Tres Arroyos (Criadero
Cerveceria y Malteria Quilmes) 38,370S, 60,2740, 113msnm. 3) Cabildo (Criadero Asociacion
de Cooperativas Argentinas) 38,483S, 61,8900, 252msnm. 4) Puan (Criadero Malteria Pampa)
37,540S, 62,7670 260msnm.

El tipo y las caracteristicas de suelo de cada sitio experimental se detallan en la Tabla
2.3.1.
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Tabla 2.3.1. Caracteristicas de los suelos en las localidades experimentales (Clasificacion de
acuerdo a USDA Soil Taxonomy V. 2010)

CLASIFICACION
LOCALIDAD TAXONOMICA TEXTURA CARACTERISTICAS DRENAJE
La Dulce Argiudol Tipico Franco fino Desarrollado en er%l:Sthoé de
g P sedimentos loéssicos P
0,5% a 1%
: L ’ Bueno,
Tres Arroyos Arglqdql Franco-limoso Costra calcdrea “tosca pendiente de
Petrocélcico entre 40 y 100 cm.
1% a 3%
Cabildo Argiustol tipico Franco-arenoso Susceptlg)éltlaiscg erosion Bueno
Puan Haplustol tipico Franco fino Loess sobre tosca Moderado

2.3.1 Disefio experimental y Andlisis Estadistico

Con los 150 DHs mas las lineas parentales Aspen y Mut 6519 se realizd un disefio
experimental de blogues incompletos con 2 repeticiones. La aleatorizacion por ambiente se
realizo con el software Gendex (http://designcomputing.net/gendex), los analisis estadisticos con
los softwares Infostat (Modelos Lineales Generales Mixtos, BoxPlots), SAS (Version 9.3 para
Windows), para andlisis de modelos espaciales, Minitab 17 (Distribuciones de Frecuencia,
Anaélisis de Regresion y Componentes Principales).

El disefio const6 de 8 bloques incompletos de 19 participantes dentro de cada repeticion
(total: 150 doble haploides + 2 parentales). Para el analisis estadistico con Infostat (potenciado
por “R” para el analisis de modelos mixtos) se considerd en cada ambiente a las lineas como
efectos fijos y a los bloques incompletos y a las repeticiones como efectos aleatorios.

Si t tratamientos se disponen en b bloques de k unidades cada uno, y estando repetido r
veces (los bloques no se agrupan por repeticiones completas), el rendimiento de una parcela que
contiene el tratamiento i y pertenece al bloque j sera: y;; = u + 1 + bj + €, donde p es la media
general, tison los residuos de la media atribuibles al tratamiernto, b; son los residuos de la media
atribuible al efecto de los bloques, y &jj son los residuos aleatorios.

El modelo estadistico para este disefio es el mismo que para el disefio en bloques
aleatorizados completos. La diferencia esta en la descomposicién de la suma de cuadrados
totales, quedando SCT = SCTr* + SCBI + SCR, siendo la SCTr* la suma de cuadrados de
tratamientos ajustada.

Para el analisis de este disefio se utilizd la funcion Ime de R y el método REML
(estimador de maxima verosimilitud restringida) para estimar los componentes de varianza en
modelos lineales mixtos (Di Renzo et al, 2009).

Especificacion del modelo en R
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modelo.XXX_RENDIMIENTO_REML<-Ime(RENDIMIENTO~1+LINEA
srandom=list(REPETICION=pdIdent(~1)
,BLOQUE.INCOMPLETO=pdldent(~1))

,method="REML"

,control=ImeControl(msMaxIter=200)

,na.action=na.omit

,data=R.data25

,keep.data=FALSE)

Para la comparacion se medias se utilizd la diferencia minima significativa (DMS) de
Fisher con a = 0,05. La DMS se baso en la raiz cuadrada de la varianza promedio.

Para el analisis con modelos espaciales, cada parcela se ubico espacialmente por los
ndmeros de fila y columna. Ademas de tener en cuenta la estructura de correlacion entre
observaciones provenientes de distintas parcelas (las lineas DH provienen de un solo
cruzamiento, lo que las hace altamente emparentadas) es posible modelar heterogeneidad de
varianza residual, la cual puede tener una magnitud importante en ensayos con una cantidad
grande de tratamientos, aunque éstos estén agrupados de manera de tener un mayor control de la
variabilidad de suelo.

Se invoca el comando Proc mixed, definiendo el tipo de modelo con Title: Row by
Column, Spherical, Exponential, Power, Anisotrpic, Matern.

Ejemplo: Spherical

proc mixed data=Trial &&EX&j convf=1e-6 absolute maxiter=100;

Title "EXPT_&&EX&j Spherical; (aqui se coloca el nombre de cada modelo)
*by expt;

class row1 coll ID;

model YIELD = /ddfm=kr solution;

random ID /solution;

random intercept /subject=row1 solution;

random intercept /subject=coll solution;

repeated / subject=intercept type=sp(sph) (row1l coll);

El modelo con el menor valor AIC (Akaike Information Criteria, Akaike, 1974) es el de
mejor ajuste. EI AIC se deriva de la teoria de la informacion y esta disefiado para elegir el
modelo que produce una distribucion de probabilidad con la discrepancia mas pequefia de la
distribucion real (Bozdogan, 2000)

Las medias ajustadas se informaron como valores BLUP (mejor predictor lineal
insesgado) (Borevitz et al., 2002).

Se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson “r” para medir el grado de asociacion
entre caracteres o entre resultados de diferentes ambientes, y el coeficiente de regresion “R” para
establecer el grado de explicacién de la variable dependiente por parte de la independiente.

Para los analisis de normalidad se utilizé el método de Shapiro-Wilks.
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2.3.2. Manejo de los ensayos
2.3.2.1. Nutricion

En presiembra, se extrajeron muestras de suelo a 0-20, 20-40, 40-60 cm. de profundidad,
explorando la zona del ensayo en forma de zig-zag, obteniendo 50 submuestras. El instrumento
de muestreo fue el barreno tubular, por la uniformidad en la profundidad y el tamafio reducido de
las submuestras que se obtienen.

Con el fin de asegurar una provisién suficiente de fésforo y nitrdgeno, se fertilizo a la
siembra con 120 kg/ha de fosfato diamoénico (18-46-0), y con una dosis de nitrégeno calculada
en funcion de la necesidad del nutriente de acuerdo al potencial de rendimiento de cada sitio
experimental, y con 10,5% de proteina en los granos, segun el siguiente detalle (Tabla 3.2)

Tabla 2.3.2. Balance de Nitrdgeno aplicado en cada sitio experimental, en funcion del potencial
de rendimiento estimado y del porcentaje de proteina.

RENDIMIENTO | PROTEINA A KGNA EXTRACCION N TOTAL
LOCALIDAD ESTIMADO COSECHAR | COSECHAR TOTAL (suelo+fertilizante)
(kg/ha) (kg/ha) (kg/ha) (kg N/ha)
La Dulce 6500 682,5 109,2 165,5 236,4
Tres Arroyos 5000 525 84,0 127,3 1819
Cabildo 4000 420 67,2 101,8 1454
Puén 4000 420 67,2 101,8 1454

A partir de los promedios estimados de rendimiento potencial y porcentaje de proteina de
los granos, se calculd la proteina producida (kg/ha). El nitrégeno (N) contenido en los granos
(kg/ha) se calculd en base al rendimiento estimado, el 10,5% de proteina objetivo y el factor de
conversion de N total a Proteina (6,25). El indice de cosecha de N (ICN) es la relacion entre la
cantidad de N de los granos y la cantidad de N que queda en el resto de la planta, como residuo
de cosecha. En este caso, se utilizé un ICN de 0,66 (Echague, 2004). Por lo tanto, la diferencia
en cada sitio entre el N aportado por el suelo (N a la siembra + N mineralizable de la materia
organica o N anaerobico), se agregé como fertilizante, urea en todos los casos, en el estado Z21
(Zadocks, 1974).

2.3.2.2. Siembra y mantenimiento de los ensayos

La siembra se realiz6 con maquinas experimentales, en parcelas de 5,5m x 1,4m, a una
densidad de 250 plantas/m®. Las fechas de siembra se concentraron en la primera semana de
julio. Los ensayos se mantuvieron libres de malezas con herbicidas para hoja ancha (Metsulfuron
metil 6,7 gr/ha + Picloram 100 cm3/ha.) y con graminicidas (Axial, principio activo: Pinoxaden:
Fenilpirazolina + Cloquintocet-mexil) a razon de 800 cm3/ha para el control de Avena fatua y
Lolium multiflorum. Las enfermedades fueron tratadas preventivamente con fungicida Amistar
Xtra (20 g Azoxistrobina + 8 g Cyproconazole), a razéon de 450 cm3/ha., con el proposito de
mantener libre de necrosis el area fotosintéticamente activa.
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2.3.2.3. Cosecha y post-cosecha

La cosecha se realizd con cosechadoras experimentales en todos los sitios. La misma
comenz6 cuando las lineas de ciclo mas largo estaban en condiciones de ser cosechadas y
conservadas sin secado artificial (maximo 13% de humedad). Debido a la diferencia de humedad
entre las muestras de ciclos méas cortos y largos, se registro el porcentaje de humedad de cada
parcela junto con el rendimiento, y se corrigio éste a 12% de humedad, dejando en igualdad de
condiciones a todas las muestras.

Ademas del registro de rendimiento por parcela y porcentaje de humedad, se analizo el
calibre de los granos (% sobre zaranda de 2,5 mm) con analizadora de fracciones Pfeuffer
Sortimat, y proteina total de cebada por espectroscopia infrarroja cercana con analizador Foss
Tecator.

2.3.3. Determinacion de la respuesta fotoperiodica

La poblacion de DHs y las lineas parentales fueron sembradas en siete fechas durante el
afio 2009, registrandose las fechas de emergencia y de floracion de cada genotipo. Se grafico la
respuesta entre fecha de siembra y tiempo a floracion, en dias y en grados dia (°C.dia), para
determinar la pendiente de la regresiobn como respuesta a fotoperiodo (i.e. sensibilidad al
fotoperiodo). Para los analisis realizados posteriormente se utilizaron las pendientes de las
regresiones que indican la sensibilidad al fotoperiodo expresasda en dias/dias.

Las lineas DHs y parentales se sembraron con maquina experimental electroneumatica de
precision Hege 95, en surcos de 2,25 metros de longitud con caminos de 1, 5 metros. Cada
parcela tuvo cuatro surcos, y dentro del surco la distancia entre plantas fue de 5 cm. Se realiz
una distribucion de los surcos dentro de cada fecha de siembra con software Gendex,
completamente aleatorizado, en bloques incompletos, con 2 repeticiones. Los 304 surcos (152 x
2 repeticiones) fueron distribuidos en bloques incompletos de 8 parcelas de frente por 10
parcelas de profundidad. En la primera repeticion (5 bloques incompletos) se completé con 2
parcelas (8 surcos) de relleno, ya que 4 surcos * 8 parcelas/bloque = 32 surcos por bloque
incompleto, 32 surcos * 5 bloques incompletos = 160 surcos. De forma idéntica, para la segunda
repeticion (blogues incompletos 6 al 10).

La precision en la siembra con esta maquina esta dada por impulsos eléctricos producidos
por una rueda telemétrica y transformados en distancia por un PLC. Ademas, el sistema de
zapata junto con un limitador de profundidad muy preciso permite que la profundidad de siembra
sea exactamente la misma en todos los surcos y parcelas, condicidén necesaria para que todas las
plantas puedan emerger de manera homogeénea.

Tanto la fecha de emergencia como la de floracion (se consideré antesis cuando las
aristas emergieron 1cm por arriba de la ligula de la hoja bandera), se considerd cuando el 80% de
las plantas se encontraron en esos estados.

Las fechas de siembra de estos ensayos fueron: 5 de mayo, 5 de junio, 7, 14 y 30 de julio,
2 y 7 de agosto.
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2.4. Ensayo realizado con y sin riego

En 2013 se realizaron en el campo experimental de la empresa Anheuser Busch-InBev, situado
en Fort Collins, Estado de Colorado, EEUU (40,60°N, -105,00°0) dos ensayos colindantes con
los mismos participantes (150 DHSs, cv. Aspen y Mut 6519), con la diferencia que uno de ellos
fue irrigado. El objetivo fue contar con la informacion en el mismo sitio experimental (suelo,
temperaturas, manejo, precipitaciones) con la Unica diferencia de la provision de mayor cantidad
de agua a uno de los ensayos. La siembra fue el 16/05/2013 sobre suelo franco arcilloso y se
cosecho el 26/08/2013.

El control de potencial osmotico y temperatura de suelo se realizd con un sistema de
sondas de suelo Decagon, con sensores MPS6, que fueron colocados a 2 profundidades, 7 y 15
pulgadas (17,7 y 37,9 cm, respectivamente), registrando cada dos horas humedad y temperatura
de suelo con y sin irrigacion, totalizando 1135 registros desde el 23 de mayo hasta el 26 de
agosto.

Se aplicd riego con equipo de avance frontal (Figura 4.1.C), complementando las lluvias
recibidas durante el ciclo del cultivo.

Figura 2.4.1. A y B) Imagenes del ensayo con estrés y sin estrés. C) Equipo de riego de avance
frontal Zimmatic Aims Basic (Lindsay Corporation)

2.5. Temperatura de canopeo

La temperatura de canopeo se midié con un termometro infrarrojo marca Testo con
sensibilidad de 0,1°C (Figura 5.1). El canopeo emite radiacion infrarroja de onda larga en
funcién de su temperatura. EI termémetro censa dicha radiacion y la convierte en una sefial
eléctrica, la cual se muestra como temperatura en grados centigrados. Los puntos siguientes son
los mas importantes del protocolo de uso de temperatura de canopeo (TC) en mejoramiento
(Blum, 2009).

La correlacion entre TC y el estado hidrico de la planta es mayor cuando dicho estado se
reduce. Dado que la evaluacion por TC en una poblacion es relativa, las condiciones
atmosféricas durante la medicién deben ser relativamente estables, evitando las condiciones de
nubosidad y viento, ya que las nubes pasajeras tienen un efecto inmediato en la temperatura de
las hojas.
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Las mediciones se realizaron en horas cercanas al mediodia, cuando el déficit de agua
podria ser alto por mayor demanda atmosférica. Como el estado hidrico cambia a lo largo del
dia, las mediciones se hicieron en un periodo relativamente corto, sin presencia de nubes.

El termometro tiene un angulo fijo de vision. La medida del area depende entonces de la
distancia entre el termometro y el objetivo. Deben medirse solamente hojas. Por esto, el
screening por TC bajo condiciones de sequia puede ser realizado solamente durante el estado de
crecimiento vegetativo, después de la cobertura total del suelo.

Se tuvieron en cuenta todos los aspectos puntualizados con anterioridad. La distancia,
posicion y angulo del dispositivo se conservaron en todas las parcelas medidas, realizando las
lecturas con el sol a espaldas.

Los ambientes en los cuales se registro la TC fueron Tres Arroyos 2007, Puan 2008 (dos
mediciones, en los estados Z73 y Z83 del cultivar Aspen), Cabildo 2009 (ensayo finalmente
perdido por sequia extrema), y Tres Arroyos 2011 (dos mediciones, en los mismos estadios
mencionados para Puan 2008).

Figura 2.5.1. TermOmetro infrarrojo Testo. Se observa el cuerpo del termdmetro, la pantalla y la
sonda de temperatura para controlar la temperatura del aire.

2.6. Determinaciones realizadas con los granos cosechados
2.6.1 Proteina Total y Humedad (segln Analytica — EBC, 1998)

Se analizaron en muestras de 400g de granos de cebada limpia con Espectrofotometro de
Infrarrojo Cercano Foss—Tecator. Los resultados se expresaron en % de proteina en sustancia
seca.

2.6.2 Clasificacion (segin Analytica — EBC, 1998)

Se pesaron 100g de granos de cebada y se colocaron en el interior de una calibradora
Sortimat de Pfeuffer GmbH (Figura 2.6.2.1 B), recogiendo y pesando la muestra retenida por
cada zaranda (2,8 mm, 2,5 mm, 2,2 mm). Calibre se define como el porcentaje de granos que
queda retenido sobre una zaranda de 2,5 mm
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Figura 2.6.2.1. Espectrofotometro de Infrarrojo Cercano (A) y Calibradora (B)

2.6.3 Micromalteos

Los micromalteos se realizaron con el programa desarrollado por la Catedra de
Tecnologia Cervecera | de la Universidad Técnica de Munich (Weihenstephan, Alemania).

Se colocaron las muestras de cebada sometidas a limpiadora experimental Schmidt, sin
impurezas, en la micromalteria, registrando el peso exacto (400g), el contenido de proteina y la

humedad de cada muestra. El porcentaje de humedad se utiliza como punto de partida para los
controles de humedad posteriores.

El proceso de micromalteo consta de las siguientes etapas

2.6.3.1 Remojo

Etapa Tiempo (horas)
Inmersién 1 5
Descanso de aire 1 19
Inmersién 2 5
Descanso de aire 2 19
Temperatura del agua: 15°C
Tiempo de extraccion de CO;: 10 minutos
Tiempo de pausa: 60 minutos

Una vez finalizada la etapa de remojo, se registra la humedad de la malta verde a la salida
del remojo.

2.6.3.2. Germinacion

Durante esta etapa se aplican 2 a 3 riegos hasta que la malta alcanza 45 % de humedad.
La temperatura de germinacion es 15 °C, y el tiempo total de la etapa es 96 horas.

2.6.3.3. Secado

Se realiza en secadora experimental, la que aplica aire caliente a las muestras segun el
siguiente esquema:
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Tiempo (horas) Temperatura (°C)

55
Ascenso 55 a 60
60
Ascenso 60 a 65
Ascenso 65a 70
Ascenso 70 a 75
Ascenso 75 a 80
Ascenso 80 a 82
82

WhRPRRPRRPRRPRRLROR DN

2.6.3.5. Desbrotado y limpieza de malta

Una vez finalizado el secado, se desbrota y limpia manualmente la malta obtenida.

Figura 2.6.3.1. Etapas del micromalteo. A) Remojo de las muestras. B) Germinacion. C) Malta
antes del desbrotado. D) Restos del desbrotado.

2.6.4. Andlisis de Parametros de Malta

2.6.4.1 Dureza de Malta

Es el primer analisis que se realiza luego de desbrotar la malta. Se define como el
momento (fuerza x distancia) necesario para moler una muestra de malta. Este pardmetro esta
intimamente relacionado con la friabilidad de dicha muestra, y como ésta, es indicativo de la
intensidad de modificacion del endosperma. Para su determinacion, se tomaron 2 muestras de 12
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gramos de malta y se molieron con molino ciclénico Ciclotec de Tecator en el punto 7 (molienda
gruesa). Se midié el momento necesario para moler finamente las muestras con farindgrafo
Brabender (Figura 6.4.1.1.). ElI promedio (en Newton-metros) de las dos mediciones de cada
muestra representa la dureza de malta.

Figura 2.6.4.1.1. Farindgrafo Brabender

2.6.4.2. Obtencidn y andlisis de mosto

Se realizd siguiendo las metodologias publicadas en Analitica, European Brewery
Convention (1998), reconocidas mundialmente para todos los analisis de cebada y malta.

A partir de la molienda de malta, realizada con molino de discos DLFU (Buhler Miag)
con una separacion entre discos de 0,20 mm (Fig.2.6.4.2.1 A), las determinaciones analiticas
realizadas fueron Extracto, Tiempo de Filtracién, Viscosidad de Mosto, Atenuacion Limite
Aparente, Aminoacidos Libres y B-glucanos. (Figuras 2.6.4.2.1 B-H)
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Figura 2.6.4.2.1 Instrumentos utilizados en el andlisis de malta. A) Molino de discos, B)
Macerador, C) Filtracion y obencion de mosto, D) Densimetro y viscosimetro, E) Dosificacion
de Levadura, F, Bafio termostatico para fermentacion, G y H) Analizador de Aminoéacidos Libres
y B-glucanos con carrusel para muestras.

2.6.4.3. Extracto

Se define como el total de sustancias solubles de malta (en % s/s) obtenidas a partir de
una maceraciéon con un programa de tiempos y temperaturas determinado (ver 5.3.4.1.
Maceracién). El extracto estd formado por hidratos de carbono, compuestos nitrogenados,
vitaminas y sales, que han sido solubilizados durante la maceracion.

2.6.4.3.1. Objetivo del analisis

Es la determinacion del potencial de malta para producir solubles de mosto (denominado
mosto Congreso) por un programa estandar de maceracion. Este procedimiento es también usado
para la determinacion del tiempo de sacarificacion, velocidad de filtracion, pH del mosto, color,
viscosidad del mosto, contenido de nitrégeno soluble y contenido de nitrégeno amino libre.

2.6.4.3.2. Principio
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El contenido de extracto en maltas es determinado después de macerar y filtrar el
contenido de extracto del mosto resultante. El contenido de extracto del mosto surge del peso
especifico por medio de la tabla oficial de aztcar (tabla Plato) para 20 °C. El término “peso
especifico” significa la relacién del peso de un volumen de liquido a 20 °C con el peso del
mismo volumen de agua a la misma temperatura.

2.6.4.3.3. Equipos

Molino de discos DLFU (Buhler-Miag). La separacion entre discos de molienda es de 0,20
mm.

Balanza, exactitud de 0,1 g bajo carga de 750 g.

Vasos y agitadores de maceracion de acero inoxidable, niquel puro o laton (pero no de
cobre). Los vasos de laton deben ser limpiados s6lo por lavado con agua.

Bafio de maceracion, un bafio de agua con calor adecuado y control de temperatura. La
velocidad de agitacion debe ser de entre 80 y 100 r.p.m.

Varilla de vidrio, de 250 mm de largo y 8 mm de diametro.

Frascos Erlenmeyer, de 500 ml con una marca a 100 ml.

Embudos, de 200 mm de diametro.

Papeles de filtro plegado, 320 mm de didmetro. Schleider and Schuell N° 597/2, Machery,
Nagel & Co. N°614-1/4, F.C.Binzer N° 12 y 53 o0 equivalente.

Densimetro digital Anton Paar, con mediciones tomadas con 5 decimales.

Balanza, exactitud de 1mg.

Protocolo

Tomar cantidades de aproximadamente 55 g de malta y moler en el molino de discos
DLFU. Transferir cada porcion de malta molida a un vaso de maceracion y mezclar bien con una
cuchara. Tomar porciones para la determinacion de humedad y pesar una porcion de 50,0 g en el
vaso de maceracion.

2.6.4.3.3. Operatoria
2.6.4.3.3.1. Maceracion

Hacer que el bafio de maceracion tome la temperatura de 45 °C.

Agregar 50 ml de agua destilada a una temperatura de alrededor de 46 °C, dentro de cada
vaso, de manera de formar un empaste, con la ayuda de la paleta de agitacion. Agregar 150 ml
mas de agua, sin dejar de agitar para evitar que se agrume. Asegurarse de que la temperatura en
la maceracion sea de 45 + 1°C.

Ubicar inmediatamente el vaso en el bafio de maceracion y poner los agitadores en
movimiento. Mantener la temperatura a 45 °C en el macerador por exactamente 30 min.

Elevar la temperatura del macerador en 1 °C por minuto durante 25 min.

Cuando la temperatura alcanza los 70 °C agregar 100 ml més de agua destilada a 70 °C.

Mantener la temperatura de 70 °C por 1 hora. Enfriar el macerador a temperatura
ambiente en 10-15 min. Lavar el agitador con una pequefia cantidad de agua destilada, secar el
lado de afuera del vaso y ajustar el contenido del vaso a 450,0 g por adicion de agua destilada.
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2.6.4.3.3.2. Filtracion

Agitar el contenido del vaso cuidadosamente con una varilla de vidrio y verter
inmediatamente y completamente en un filtro. Asegurarse de que el papel de filtro no sobrepase
el borde del embudo. Retornar los primeros 100 ml de filtracion al embudo al llegar a 250 ml de
filtracion. Finalizar la filtracion cuando el terron parezca seco o con filtracion lenta después de 2
hs.

2.6.4.3.3.3. Determinacion de la densidad y viscosidad del mosto

Se realiza con densimetro y viscosimetro digital Anton Paar.

2.6.4.3.3.4. Expresion de resultados

Con los datos de humedad y densidad de la muestra, se obtienen los valores de: grado
Plato, Extracto (sustancia natural —s/n-) y Extracto (sustancia seca -s/s-).

Se determina el contenido de extracto del mosto de acuerdo con la determinacion del

peso especifico de la tabla oficial de azlcar, en gramos de extracto por 100 g de mosto.
Se calcula el contenido de extracto en malta de acuerdo a la formula:

e _ P*(M+800)
a) T 100-P
_ E:*100
b) T 100- M

E1: contenido de extracto en la muestra, en por ciento (m/m)

E,: contenido de extracto en malta seca, en por ciento (m/m)

P: contenido de extracto en mosto, en gramos por 100 g de mosto

M: contenido de humedad de la malta, en por ciento (m/m)

800: la cantidad de agua destilada agregada en el macerador a los 100 g de malta.

Expresar los resultados en % (m/m) con una cifra decimal.
La viscosidad del mosto se expresa en miliPascal*seg

2.6.4.4. Atenuacién limite aparente

Se denomina asi a la disminucion de la densidad del mosto, cuando el mismo es puesto en
contacto con levaduras en condiciones de fermentacion. Es la medida (en %) de la intensidad de
fermentacion. Como el sustrato de la fermentacion son azlcares fermentables (glucosa, maltosa
y maltotriosa) y el producto es CO, alcohol y otros volatiles, el mosto fermentado posee menor
densidad que el mosto original. La disminucion de la densidad se denomina atenuacion. Limite
significa que la fermentacion es total en las condiciones del analisis (exceso de levadura y
tiempo de fermentacién) y aparente significa que no se extrae el alcohol disuelto (de menor
densidad que el agua) al medir la nueva densidad. Este pardmetro mide la intensidad de accion
de las enzimas amiloliticas, ya que el valor de atenuacion sera bajo en el caso de no haber
azucares fermentables en el mosto.
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2.6.4.4.1. Principio del analisis

Se prepara un mosto filtrado de malta usando el método de maceraciéon detallado en
2.6.4.3.3.

Las enzimas amiloliticas del mosto son inactivadas por calentamiento a alta temperatura.

El mosto enfriado es fermentado con levadura de cerveza.

Se calcula la Atenuacion Limite Aparente por diferencia entre valores iniciales y finales
de densidades.

Se recomienda el uso de un mosto de control para chequear el estado de la levadura
usada.

2.6.4.4.2. Equipos

Agitador orbital

Balanza granataria

Bafio con agua hirviendo

Frascos erlenmeyer, de 250 - 300 ml.
Frascos erlenmeyer, de 125 ml.

2.6.4.4.3. Operatoria

Preparar un mosto estandar segin el método Congreso. Recoger para su uso el mosto
filtrado. Transferir una cantidad suficiente a un erlenmeyer de 250-300 ml con tapa y registrar su
peso en balanza granataria.

Sumergir el mosto del erlenmeyer tapado convenientemente durante 15 minutos en un
bafio de agua hirviendo. Durante este tiempo el mosto debe exceder los 90 °C.

Enfriar a 20 °C.

Pesar nuevamente el erlenmeyer con el mosto. Si fuera necesario, llevar a peso inicial
con el agregado de agua destilada. Homogeneizar y determinar su densidad a 20 °C.

Pesar la cantidad necesaria de levadura para incorporar 7,5 % de la misma al mosto.
Agregar la cantidad de mosto necesaria. (Por ejemplo: pesar 3 g de levadura para 40 ml de
mosto) Agitar.

Colocar el erlenmeyer en el agitador y mantener a 20 °C durante 24 horas.

Centrifugar el mosto a 3000 r.p.m. y determinar la densidad.

2.6.4.4.3. Célculo
La atenuacion limite aparente de la muestra es:
P-E, 100 %
P
Donde:

P = extracto antes de la fermentacion, en g/100 ml
Es = extracto aparente después de la fermentacion, en g/100 ml
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2.6.4.5. Indice de Hartong (Vz 45°C)

Es un parametro que indica la intensidad potencial de accién de las enzimas proteoliticas
desarrolladas durante el proceso de malteo. Se realiza una maceracion a 45 °C, que es la
temperatura Optima de las enzimas proteoliticas, durante 1 hora (mosto Hartong). Por ese
motivo, el extracto generado en tales condiciones (en % s/s) estd compuesto fundamentalmente
por sustancias nitrogenadas como producto de la disolucion de proteinas complejas.

2.6.4.5.1. Objetivo del analisis

Determinacioén de la relacion entre el extracto del mosto obtenido con una maceracion a
45 °C y el extracto obtenido con el programa de maceracion detallado en 2.6.4.3.3.

2.6.4.5.2. Equipos

Molino para maltas.

Balanza granataria, precision 0.1 g.

Macerador con curva Hartong (constante a 45°C).

Tarros de acero inoxidable para el macerador.

Agitadores de una sola paleta.

Embudos de 60°, de 150 0 200 mm de didmetro.

Erlenmeyers de 500 ml con graduacién en 100 ml.

Papel de filtro detallado en 2.6.4.3.3

Densimetro detallado en 2.6.4.3.3.

Bafio termostatico a 20 °C controlado con un termémetro cuya incertidumbre de
medicion sea como maximo de + 0,1 °C.

Balanza analitica, precision 1mg.

2.6.4.5.3. Operatoria

Se realiza una extraccion a 45 °C.

Pesar 50 g de malta molida fina. Agregar 350 ml. de agua destilada a 46 °C.

Llevar al macerador 1 hora a 200 r.p.m. Al llegar a los 30 minutos, agregar 30 ml de agua
destilada (a 45 °C).

Luego de cumplido el tiempo, enfriar a 20 °C rapidamente. Llevar a 450 g de peso total
(harina + agua) vy filtrar con papel de filtro. Refiltrar una sola vez, al llegar a los 100 ml.
Determinar la densidad por picnometria o con densimetro.

2.6.4.5.4. Expresion de resultados

%E s/n= (800 + H) * %P

(100 - %P)
%E s/sn = %E s/n
(100 - H)
Vz = %E s/s * 100

% E Congreso s/s
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Donde:

%Es/n: por ciento extracto sustancia natural calculado con la densidad del mosto
Hartong.
%Es/s: por ciento extracto sustancia seca calculado con la densidad del mosto Hartong.

%E Congreso s/s: por ciento extracto sustancia seca calculado con la densidad del mosto
obtenido por maceracion con programa 2.6.4.3.3.

%P: por ciento en peso.
H: contenido de humedad.

2.6.4.6. Aminoacidos libres (FAN, por sus siglas en inglés de Free Amino Nitrogen)
La reaccion de la ninhidrina es la reaccién de color mas conocida de los aminoéacidos.

La ninhidrina es un agente oxidante que provoca la descarboxilacion oxidativa de los
alfa-aminoécidos, produciendo CO,, NH3 y un aldehido con un 4&tomo de carbono menos que el
primitivo aminoacido. La ninhidrina reducida reacciona rapidamente con la ninhidrina no
reducida y el NH3; liberado, formando un complejo de color azul. La muestra diluida se calienta
con ninhidrina y el color producido se lee por espectrofotometria.

1]
COOH
ko + HO
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pee
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J - reducida
) L ¢ |
OO
0
Dicetohidrindiliden-dicetonhidrindamina

2.6.4.6.1. Objetivo del analisis

La determinacion de alfa amino nitrégeno (FAN) en mosto mediante el método de Flujo
Segmentado.

2.6.4.6.2. Equipos y materiales

Equipo para Analisis de Flujo Segmentado (SKALAR)
Pipetas automaticas, diferentes volimenes

Vasos de Precipitado, diferentes voliumenes

Bario de agua a 20 °C

Erlenmeyer 5000 ml

Matraces, diferentes volimenes

Frascos color topacio o caramelo

Balanza analitica
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2.6.4.6.2. Reactivos

Agua destilada + Brij 35: Diluir 6.0 ml de Brij 35 (Fluka 16005) al 30% P/V en agua
destilada y degasificada y llevar a 2000 ml en matraz aforado. Este reactivo es estable por una
semana Yy debe conservarse a 4°C.

Solucién de Acido L (+) Ascorbico: Pesar 30 mg de Acido Ascorbico (C6H806 Sigma—
Aldrich A7506) y disolver con 150 ml de agua destilada y degasificada, agregar 0.6 ml de Brij
35 (Fluka 16005) al 30% P/V. Llevar a 200 ml en matraz aforado. Este reactivo debe prepararse
diariamente.

Solucién de Ninhidrina: Disolver 40 gr Acetato de Sodio (CH3COONa Merck 106268)
en 400 ml de agua destilada y desgasificada. Ajustar el pH a 6.7+/- 0.1 con &cido Acético
(CH3COOH Merck 100063). Agregar 10 gr de Ninhidrina (COH604 Merck 106762) y disolver
completamente (usar agitador magnético). Una vez disueltos los cristales llevar a 500 ml en
matraz aforado. Guardar en Botella color caramelo. Este reactivo es estable por una semana y
debe conservarse a 4°C. Chequear el pH diariamente y ajustar si es necesario.

Solucién de lodato de Potasio: Disolver 500 mg de lodato de Potasio (KIO3 Merck
105051) en 200 ml agua destilada y desgasificada. Llevar a 250 ml en matraz aforado. Este
reactivo es estable por una semana y debe conservarse a 4°C.

Solucion Estandar de Glicina 1000 ppm: Pesar en balanza analitica 0,5357 g de Glicina
(C2H502N Merck 104201) y disolver en 80 ml agua destilada y desgasificada. Llevar a 100 ml
en matraz aforado. Este reactivo es estable por una semana y debe conservarse a 4°C.

Soluciones Estandar de Glicina (para calibracion del equipo):

300 ppm: 3 ml de Solucién Estandar 1000, llevar a 10 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

240 ppm: 2.4 ml de Solucion Estandar 1000, llevar a 10 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

180 ppm: 1.8 ml de Solucion Estandar 1000, llevar a 10 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

120 ppm: 1.2 ml de Solucion Estandar 1000, llevar a 10 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

60 ppm: 0.6 ml de Solucién Estandar 1000, llevar a 10 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

Agua degasificada: Se utiliza para la preparacion de todos los reactivos, estandares y
limpieza del equipo. Dejar hervir agua desmineralizada por al menos 15 min y dejar enfriar a
temperatura ambiente.

2.6.4.6.3. Procedimiento

2.6.4.6.3.1. Preparacion de las muestras

Mosto: preparar el mosto Congreso segun la técnica 2.6.4.3.3 (Maceracion). Clarificar las
muestras de mosto por filtracién con papel de filtro.

Preparacion del Drift /Tracer: Esta muestra debe contener aproximadamente la mitad de
la concentracion del estdndar més alto de FAN y como este analisis en general se realiza
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conjuntamente con el analisis de Betaglucanos, se prepara una muestra con un 50% del estandar
mas concentrado de FAN (300 ppm) y un 50% del estandar mas concentrado de Betaglucanos, se
homogeniza bien y se utiliza en todas las posiciones drift/tracer.

2.6.4.6.3.2. Desarrollo

a) Se enciende el equipo de acuerdo a las indicaciones del manual Skalar.

b) Colocar las mangueras en los reactivos correspondientes y dejar correr os mismos
hasta que la linea de base en el grafico se estabilice (desaparicion del serrucho)

c¢) Mientras el equipo estabiliza, cargar el carrusel con las muestras. Primero se carga un
Tracer @ (un mosto que contenga al menos 120 ppm de FAN) y la cubeta siguiente con agua
degasificada (Wash)@ , luego se cargan los estargares (si se determina en conjunto
betaglucanos se cargan también los estandares para esta determinacion) y por Gltimo se cargan
las muestrag? determinar . Entre los estandares y muestras y luego de cinco muestras #carga
un Drift  (Idem Ti#@cer) y un Wash  segln indica el diagrama. La serie se cierra con un Drift y
un Wash
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d) Una vez estable la linea de base dar start en el equipo.

e) Terminado el andlisis se pasan las mangueras a una botella de agua degasificada para
la limpieza del equipo.

d) Una vez estable la linea de base dar start en el equipo.

e) Terminado el analisis se pasan las mangueras a una botella de agua degasificada para
la limpieza del equipo.

2.6.4.6.4. Célculo
Para abreviar el nombre “alfa amino nitr0geno” se emplea la sigla "FAN”.

El programa arroja los valores de FAN expresados en mg/L (ppm). Los valores referentes
a malta deben expresarse en mg de FAN por 100 gr en materia seca, la formula a emplear se
detalla a continuacion:

FAN % (m/m) = FAN (mg/l) (extracto (mosto congreso)) x 100
(100 — Humedad de la Malta)

De todas maneras, para los objetivos de esta tesis, el valor de FAN se expresd
directamente en partes por millén (ppm = mgr/litro)
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2.6.4.7. B-glucanos

La determinacion de Betaglucanos, componentes de paredes celulares del endosperma de
cebada, se basa en la reaccion entre estos compuestos y una solucion de Calcofldor, formando un
complejo fluorescente Calcofluor-Betaglucano cuya intensidad se mide por un fluorimetro. Se
utiliza el mismo equipo Skalar que el utilizado para la determinacion de FAN, por lo tanto, esos
dos analisis se realizan simultaneamente.

2.6.4.7.1. Objetivo del analisis
La determinacion de B-glucanos en mosto mediante el método de Flujo Segmentado.
2.6.4.7.2. Equipos y materiales

Equipo para Analisis de Flujo Segmentado (SKALAR)
Pipetas automaticas, diferentes volumenes

Vasos de Precipitado, diferentes volimenes

Bafio de agua a 20 °C

Erlenmeyer 5000 ml

Matraces, diferentes volimenes

Frascos color topacio o caramelo

Balanza analitica

2.6.4.7.3. Reactivos

Agua destilada + Sacarosa + Tritén X-100:

Diluir 130.0 g de Sacarosa (Merck 107654) en agua destilada, agregar 1 ml de Tritdn X-
100 al 10% y llevar a 2000 ml en matraz aforado. Este reactivo es estable por una semana.

Solucion de Acido Clorhidrico 1M: Diluir 100 ml de Acido Clorhidrico 32% en 800 ml
de agua destilada y llevar a 1000 mL en matraz aforado. Este reactivo es estable por dos
semanas.

Solucién Tris Buffer (0.1 M, pH 9.0 + 0.2): Disolver 24.2 g de Tris (hidroximetil)-
aminometano (Merck 108382) en 1600 ml de agua destilada y degasificada. Ajustar el pH a 9.0+
0.2 con la solucion de HCI preparada en 4.2. Llevar a 2000 ml con agua destilada en matraz
aforado. Filtrar la solucion. Esta solucion es estable por una semana.

Solucion stock de Calcofluor: Disolver 87.5 mg de Calcofluor (Fluorescent Brightener 28
Sigma F-3543) en 40 ml de agua destilada y degasificada. Ajustar el pH a 10,6 por adicion de
Hidroxido de Sodio 1M. Llevar a 50 ml en matraz aforado con agua destilada. Este reactivo es
estable por una semana y debe conservarse a 4°C.

Solucion de trabajo de Calcofluor: Diluir 5 ml de la solucion stock de Calcofluor (4.4)
con 400 ml de la solucion de Tris Buffer (4.3), agregar 50 puL de Triton X-100 al 10% vy llevar a
500 ml en matraz aforado y transferir a un recipiente color caramelo. Este reactivo debe
prepararse diariamente.

Solucién Estandar de Betaglucanos 400 ppm (aprox): Seleccionar una muestra de malta
que contenga aprox. 400 ppm de Betaglucanos. Preparar un mosto VZ 65° (Ver punto 5.7.4.1) y
realizar la determinacion de betaglucanos mediante el método Enzimatico. Conservar el mosto
en freezer.

Soluciones Estandar de Betaglucanos (para calibracion del equipo):

400 ppm: 100 ml Mosto Estandar (4.6).
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240 ppm: 60 ml de Solucion Estandar 400, llevar a 100 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

180 ppm: 45 ml de Solucion Estandar 400, llevar a 100 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

120 ppm: 30 ml de Solucion Estandar 400, llevar a 100 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

60 ppm: 15 ml de Solucién Estandar 400, llevar a 100 ml en matraz aforado con agua
destilada y degasificada.

Para determinar el valor exacto de los estandares realizar el siguiente calculo:

Cx = (Cs *Vs)/100

Cx: concentracion a calcular.

Cs: concentracion del Mosto Estandar determinado por método enzimatico.
Vs: Volumen de Estandar agregado.

100: Volumen final de dilucion.

Fraccionar las soluciones de a 3 ml y congelar en freezer.

Agua degasificada: se utiliza para la preparacion de todos los reactivos, estandares y
limpieza del equipo. Dejar hervir agua desmineralizada por al menos 15 min. y dejar enfriar a
temperatura ambiente.

2.6.4.7.4. Procedimiento
2.6.4.7.4.1. Preparacion de las muestras

Mosto: Preparar el mosto congreso segun la técnica 5.3.4.1 (Maceracién).

Mosto Vz 65°: Pesar 50 g de malta molida fina. Agregar 350 ml de agua destilada a 65
°C. Llevar al macerador 1 hora a 200 r.p.m. Al llegar a los 30 minutos, agregar 30 ml de agua
destilada (a 65 °C). Luego de cumplido el tiempo, enfriar a 20°C rapidamente. Llevar a 450 gr.
de peso total (harina + agua) y filtrar con papel del tipo usado para mostos congreso. Filtrar hasta
sequedad de la torta antes de tomar la muestra.

2.6.4.7.4.2. Para muestras turbias

Las muestras de mostos sumamente turbios deben ser clarificadas antes del analisis
mediante alguno de los siguientes métodos:

Filtracion: Agregar al mosto tierra de Diatomeas, mezclar bien, dejar reposar durante 5
min y filtrar con filtro banda negra.

Centrifugacion: Centrifugar la muestra durante 10 minutos en 3000 a 5000 revoluciones
por minuto y tomar el sobrenadante.

2.6.4.7.4.3. Preparacion del Drift /Tracer:

Esta muestra debe contener aproximadamente la mitad de la concentracion del estandar
mas alto de betaglucanos y como este analisis en general se realiza conjuntamente con el analisis
FAN, se prepara una muestra con un 50% del estandar mas concentrado de betaglucanos (400
ppm) y un 50% del estandar mas concentrado de FAN, se homogeniza bien y se utiliza en todas
las posiciones drift/tracer.
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2.6.4.7.4.4. Desarrollo
ldem 2.6.4.6.3.2.
2.6.4.7.4.5. Célculo

El programa entrega los valores de Betaglucanos expresados en ppm.

2.7. Marcadores Moleculares

El trabajo de laboratorio relacionado con marcadores moleculares se realizd en el
Laboratorio de Geneanalysis del Bayerische Landsanstalt fir Landwirschaft, Alemania (Glnther
F Schweizer - guenther.schweizer@LfL.bayern.de ). El mapeo de los marcadores y el andlisis de
QTL se realizaron en Argentina, con los softwares MultiPoint y MultiQTL (MultiQTL Ltd, Prof.
Abraham Korol y colaboradores, Instituto de Evolucion, Universidad de Haifa, Israel).

2.7.1. Extraccion de ADN

Se tomaron hojas de plantas de una semana en invernéculo y se liofilizaron por dos dias
en tubos Eppendorf. Se molieron en un dispositivo de molienda por 3-5 min, con una esfera de
acero en cada tubo. El material pulverizado se almacend en freezer a -80°C (Figura 2.7.1.1.)

Figura 2.7.1.1 Extraccion de ADN: A) Liofilizador. B y C) Detalles de molienda del material
vegetal.

El aislamiento de ADN a partir del material de la hoja pulverizado se realizé con buffer
de extraccion bisulfuro de sodio (NaHS) 3,9 g/l en un bafio de agua a 60°C, a razon de 1ml cada
0,05- 0,1g de material liofilizado. Luego de incubar por 20-30 min a 65°C, se purifico el ADN
agregando cloroformo: isoamiloalcohol (24:1) para separar las proteinas y ARNasa. EI ADN se
precipito con isopropanol. Luego de lavar con acetato de sodio y acetato de amonio disueltos en
etanol, el pellet se dejo secar, se resuspendié en buffer TE y se almacend en concentracion de
100ng/pl de ADN.

La concentracion se midid corriendo el ADN sin cortar en gel de agarosa 1%. La cantidad
y calidad del ADN fue cuantificado por comparacion de intensidad de banda con un estandar de
pesos moleculares de ADN, en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

Con mayor nivel de detalle, el protocolo de andlisis consta de las siguientes etapas:
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2.7.1.1 Extracciéon de ADN.
2.7.1.1.1. Soluciones

2.7.1.1.2. ARNasa: se disuelven 100 mgr de ARNasa en una solucion estéril de Tris-HCI
10 mM (pH 7,5) y NaCl 15 mM, y se hierve durante 15 minutos en un bafio de agua. Luego de
enfriado, la solucion de ARNasa se controla y almacena a -20 °C.

2.7.1.1.3. Cloroformo: isoamilalcohol (24:1 v/v): 40 ml de isoamilalcohol se agregan a
960 ml de cloroformo. Se almacena la mezcla en botellas oscuras a 4 °C en oscuridad.

2.7.1.1.4. Buffer Tris-EDTA (TE): 1,2114 gr de Tris-HCI 1M pH 8,0 y 0,37224 gr de
Na2 EDTA 0,5M se agregan a 900 ml de agua destilada. EI volumen se lleva a 1 litro y se
esteriliza en autoclave.

2.7.1.2. Metodologia de extraccion

Se toman hojas de plantas sembradas en invernaculo, de una semana desde germinacién y
se colocan en tubos Eppendorf de 2ml con cierre seguro.

Inmediatamente se colocan en liofilizador durante 2 dias, a -45°C y 13 milibares de
presion

Cuando se va a realizar la molienda, se colocan en los tubos Eppendorf una bolita de
acero y el conjunto de 6 tubos se disponen en una caja de madera que se coloca en el dispositivo
de molienda. EI movimiento brusco de este dispositivo, hacia un lado y hacia otro, permite que
las bolitas de acero pulvericen finamente las hojas secas. Tiempo: entre 3 y 5 minutos.

Si la extraccion no va a ser inmediata, se colocan los tubos con el material pulverizado en
freezer a -80°C.

Para el aislamiento de ADN a partir del material de la hoja pulverizado (0,05-0,1 g) se
utiliza 1000 microlitros (plitros) de buffer de extraccion en un bafio de agua a 60 °C. El buffer es
bisulfuro de sodio (NaHS) a una concentracion de 3,9 g/l.

Se vorterea y la suspension se coloca durante 20-30 min en un bafio de agua a 65 ° C, con
agitacion suave.

Se invierten manualmente 1 é 2 veces para mejorar la mezcla.

Se extrae del bafio y se deja enfriar a temperatura ambiente.

Se coloca en cada tubo 750 microlitros de una mezcla de cloroformo-isoamiloalcohol
(24:1). Mezclar suavemente durante 10 a 15 minutos. El cloroformo tiene la funcion de separar
las proteinas del ADN.

Se centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos, quedando 3 fases bien diferenciadas: la
parte inferior, que contiene la fase de cloroformo, recoge las proteinas lipofilas (solubles en
grasa); en la fase media, estructuras fibrosas fuertes y proteinas desnaturalizadas, y en la fase
superior, acuosa, el ADN.

Se pipetea desde arriba la fase mas acuosa y se coloca en otro microtubo de 1,5 ml.

Se agrega 1 plitro de ARNasa dejando actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Luego se incorporan 750 ulitros de isopropanol, mezclando muy suavemente. La funcion
es hacer precipitar el ADN.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 48



Se lleva a heladera a -20 °C durante 30 minutos.

Se centrifuga a 5000 rpm durante 3 minutos, precipitando el ADN. La fase liquida
superior se desecha.

Se lava el ADN con 500 plitros de acetato de sodio 0,2 M disuelto en etanol al 76%. Se
deja actuar durante 30 minutos.

Se centrifuga nuevamente a 5000 rpm durante 3 minutos, precipitando el ADN. La fase
liquida superior se desecha.

Se realiza otro lavado, pero con acetato de amonio 2M (500 plitros) disuelto en etanol al
76% durante 5 minutos.

Nueva centrifugacion a 5000 rpm durante 3 minutos, precipitando el ADN. La fase
liquida se desecha.

Para secar el ADN (extraer el etanol) centrifugar a 5000 rpm durante 15 minutos con
centrifuga de vacio.

Disolver el ADN en buffer TE (pH 8, concentracion 10% mezcla TE: agua), usando 50 a
200 plitros, dependiendo de la concentracion de ADN final deseada. La concentracion para
guardar el ADN es 100 nanogramos (ng)/ulitro (ul). La concentracion de trabajo es 10 ng/ul en
placas de 96 wells.

Con este protocolo se puede hacer la extraccion de 60 a 100 muestras por dia, con el
material seco y molido anteriormente.

2.7.1.3. Metodologia de medicion de concentracion:

Este paso es esencial para controlar que el ADN aislado posee un alto peso molecular.

Para ello, se hace correr el ADN sin cortar en gel de 1% de agarosa. La cantidad y calidad
del ADN fue cuantificado por comparacion de intensidad de banda con estandar de pesos
moleculares de ADN, en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

En cada pocillo se colocan 40 pl de la siguiente solucion:

DNA 0,5 ul x4
10 x Buffer de aplicacion 1,0 ul X 4
H20 8,5 ul x4
Total 10 ul X 4

(Buffer de aplicacion: glicerina 40%, EDTA 0,2 M, 0,3 gr de bromofenol)

Debido a que medir 0,5 pul es muy dificil y puede inducir a error, se multiplica todo por 4.
Pero siempre se siembran 10 pl en el gel.

Gel de agarosa: Se prepara 300 ml para cada gel al 0,8%. 2,4 gramos de agarosa + 300 ml
de Buffer TBE, + 15 pul de bromuro de etidio.

10 x Buffer Tris-Borato-EDTA (TBE): 108 gramos de Tris 0,89M, 55 gramos de &cido
borico 0,89M y 8,3 gramos de EDTA 20mM son agregados a 900 ml de agua destilada. El
volumen se lleva a 1000 ml.

Stock de bromuro de etidio (10 mgr/ml): 1 gramo de bromuro de etidio se agrega a 100
ml de agua, y se agita vigorosamente en un agitador magnético por varias horas hasta que el
colorante esta totalmente disuelto. EI contenedor se envuelve en papel de aluminio y se conserva
a4°C.

Estandar de peso molecular: Lambda x Hind III “Marker 1, concentracion: 250 ng/10 pl.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 49



Ungeeignet fiir PCR - Agarosegele:

Lambda x Hind llI-"Marker 1"
c=250ng /10 pl

S - o o o 485 ng
Sl S— o o0 oo 338 ng

4.360 bp (22,7) ng

& 2320 bp 12,0 ng

2020 bp 10.5 ng

kaum sichtbar. 560 bp 30ng

nicht zu sehen 130 bp zuwenig ! ng

0,8% TBE-LE-Agarose gel
bei 2% obere Banden kaum aufzutrennen !
Auftragsvol.: 10pl (c=25ng/pl)

Figura 2.7.1.3.1. Gel de agarosa con estandares de peso molecular utilizado para controlar el
peso molecular del ADN extraido.

2.7.2 Analisis de microsatélites (SSR)

Los microsatélites son secuencias de repeticiones en tdndem de 1 a 6 pares de bases. Han
demostrado ser Utiles dadas sus caracteristicas como alto polimorfismo y amplia distribucion en
el genoma de todos los organismos. En general son selectivamente neutros y de relativo facil
manejo en el laboratorio (Goldstein y Pollock, 1997).

2.7.2.1. Metodologia para analisis de microsatélites (SSR)
2.7.2.1.1. Desarrollo de la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Luego de la extraccion de ADN y la determinacion de su concentracion, los tubos
Eppendorf de 1,5 6 2 ml pueden conservarse o preparar la solucion de trabajo con una
concentracion de 10 ng/pl.

Para las placas de 96 pocillos se coloca 200 ul en cada pocillo, para las placas de 384
pocillos se coloca 8 pl.

Se agrega el resto de los componentes de la master-mix, que la integran todos los
componentes necesarios para el desarrollo de la PCR (Polymerase Chain Reaction), con el ADN
de cada individuo en cada pocillo.
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Protocolo para PCR (Concentracion de MgCI2: 1,5 mM)

Concentracion

Concentracion

de

Volumen para PCR

Solucién madre trabajo
10 x PCR 10X 1X 2,0 ul
dNTP 5mM 0,2mM 0,8 ul
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,6 ul
Primer F+R 10uM 0,6 pM 1,2 pl
Taq 5 U/ul 0,25U 0,05 ul
H,0 7,85 ul
ADN 10 ng/pl 75 ng 7,5 ul
Volumen total 20 nl

Inmediatamente se coloca la placa en el termociclador, debido a que la Taq polimerasa se
descompone rapidamente.

Programa de PCR (corta, 60 °C). Nombre del programa: SSR-60

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 95°C 2 min
Desnaturalizacion 95 °C 10 seg
Fijacion 60 °C 30 seg 35 x
Extension del primer 72°C 50 seg
Extension final 72°C 15 min
Conservacion 4°C o0

Luego de la extension final, se colocan las muestras a 4 °C si no van a ser sembradas

inmediatamente.

Para sembrar los geles de poliacrilamida (PAA), se agrega a cada well de la placa 20 pl

de buffer TBE (Tris-Borato-EDTA, pH 8,0) con el colorante formamida.

2.7.2.1.2. Corrida electroforética

2.7.2.1.2.1. Soluciones

-Solucion madre de acrilamida al 40%, con relacién Acrilamida: Bisacrilamida 19:1.
-APS al 10%: 0,5 gramos de disulfato perdxido de amonio disuelto en 5 ml de H20, dura

hasta 2 semanas.

-Solucion de urea: 8,8 M de urea; 1,18x TBE.
-Solucién de 10x TBE: 0,89 M Tris, 0,89 M Borato, 0,5 M EDTA, pH 8,3.
-Solucion colorante formamida
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Para preparar 500 ml de la solucion colorante, a 490 ml de formamida para biologia
molecular, agregar 150 mgr de xylencyanol FF, 150 mgr de bromofenol, y 10 ml de EDTA 0,5
M pH 8.

2.7.2.1.2.2. Geles

5% de Acrilamida, Urea 7,5 M, 1x TBE

Para preparar 100 ml (4 geles), 85 ml de solucion de Urea, 2,5 ml de agua
desmineralizada, 12,5 ml de solucion de Acrilamida al 40% (Acri: Bis relacion 19:1).
Degasificar durante 10 minutos, filtrar con filtro de membrana de 0,2 um.

Para polimerizar, agregar 260 ul de APS al 10%, 60 ul de TEMED, dejar endurecer
durante 1,5 a 2 horas.

2.7.2.1.2.3. Corrida electroforética y revelado

La siembra de los geles se realiza con micropipeta de 8 muestras, de manera que pueden
tomarse las muestras directamente de la placa de 24 x 16 wells, ya que son multiplo de 8.

Buffer de cubas: Tris-Borato-EDTA (pH 8,0)

Potencia: 50 Watts/gel.

Revelado: la tincion se realizé con Bromuro de Etidio (BrEt) en concentracion de 5
mgr/800 ml durante 12 minutos. Luego de este tiempo, se introdujo el gel en una cubeta con
agua durante 2 minutos para retirar el exceso de BrEt

El BrEt es un compuesto intercalante, es decir, que se introduce entre las bases del ADN
debido a su naturaleza hidrofoba. Su utilidad deriva de su fluorescencia, exaltada al estar unido
al DNA. Se excita con luz ultravioleta de onda corta, 254 nm, y emite su fluorescencia como luz
visible, de color rosado-anaranjado.

La imagen tomada por un transiluminador UV se transfiere a una computadora donde se
guarda la imagen para su posterior analisis.

Tabla 2.7.2.1. Ubicacion de los microsatélites mapeados en cromosomas y brazos. HS: brazo
corto, HL: brazo largo.

CROMOSOMA | BRAZO SSR CROMOSOMA | BRAZO SSR
1 HS GBM 1042 5 HS Bmac 96
Bmac 90 Bmac 163
1 HL GBM 1007 5 HL Ebmac 824
Bmac 213 Bmag 223
2 HS Bmac 134 6 HS Bmac 40
HVM 36 GBM 1008
2 HL Bmag 138 6 HL Bmag 496
Bmag 350 HVM 65
3 HS Bmac 67 7 HS HVCMA
GBM 1031 GBM 1033
Bmag 120
3 HL Falcon
GBMS 138
4 HS Bmac 30
Ebmac 775
(HVM 3)
4 HL HVM LOH-1a
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2.7.3 Andlisis de marcadores AFLP

Los marcadores AFLP se basan en polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (Vos et al, 1995). Son
marcadores dominantes, que no dependen de los estados alélicos ni de la expresion génica
(Mueller y Wolfenbarger, 1999)

La diferencia entre los marcadores AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorfism) y
los microsatélites (SSR) reside en que la amplificacion por PCR de los SSR es especifica, es
decir, copias multiples mediante primers especificos. En el caso de los AFLP, la amplificacion es
no especifica, utilizando dos etapas llamadas de preamplificacion y de amplificacion, con
enzimas de restriccion de corte “raro” y corte “frecuente”. Las enzimas de restriccion utilizadas
fueron Pstl y Msel.

2.7.3.1. Metodologia para marcadores AFLP

Los protocolos de tratamiento de las muestras, extraccion del ADN, realizaciéon de los
geles y el revelado fueron detallados en el inciso anterior.

2.7.3.1.1. Protocolo de AFLP

2.7.3.1.1.1. Preparacion de los adaptadores

oul | ADMsel (500 uM) | 6ul | ADPstl (50 uM)
6 ul | ADMse2 (500 uM) | 6 ul | ADPst2 (50 uM)
48 ul | H,O 48 ul | H,O

60 ul | X 50 uM 60 ul | X 5,0uM

Se calienta la mezcla a 95°C y se deja enfriar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

2.7.3.1.1.2. Restriccion y Ligacion

Soluciones:

TE 01: (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0)

BSA 100X (10 mg/ml): diluir con H,0 hasta 10X (1,0 mg/ml)
ATP 100 Mm:diluir con H,O hasta 10mM

Se describe la metodologia utilizando las enzimas de restriccién Pst 1 y Mse | con sus
adaptadores correspondientes. En cada well de las placas se colocan las muestras individuales de
ADN, a una concentracion de 50 ng/ul (lograda con buffer TE 0,1 Tris-HCI+EDTA pH 8,0), con
los reactivos detallados.
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Reactivo Volumen en cada pocillo | Concentracién en cada pocillo
ADN (50 ng/ul) 5,0 ul 250 ng
Pst 1 (20.000 U/ml) 0,125 ul 25U
Mse | (10.000 U/ml) 0,1 pl 1U
Buffer NBE 2 1,25 ul 1X
ADPstl1 (5 uM) 0,5 ul 0,2 uM
ADMsel (50 uM) 0,5 ul 2,0 uM
ATP (10 mM) 1,25 ul 1,0 mM
BSA 10x (1,0 mg/ml) 1,25 ul 0,1 mg/ml (1X)
Ligae (6000 U/ml) 0,16 pl 10U
H20 2,36 ul
Volumen total 12,5 ul

Se coloca la placa de 96 wells con los componentes en termociclador durante 3 horas a 37
°C. Luego se deja incubar durante toda la noche a 37 °C o a temperatura ambiente. Al dia
siguiente se agrega 37 ul de agua, llevando cada well a 50 pl.

2.7.3.1.1.3. Preamplificacion (PCR 1)

Reactivo Volumen en cada pocillo | Concentracion en cada pocillo
ADN de Restriccion-Ligacion 5,0 ul
Primer M02 (10 uM) 0,6 ul 0,3 uM
Primer P03/S00 (10 uM) 0,6 pl 0,3 uM
dNTP (20 mM) 0,8 ul 0,8 mM
MgCl, (50 mM) 0,6 w 1,5 mM
Buffer PCR (10x) 2 ul 1x
Taq (5 U/ul) 0,1 pl 05U
H,0 10,3 ul
Volumen total > 20 ul

Secuencia de termociclador:
2 minutos a 72 °C
20 ciclosde 30" a94 °C, 60" a60°C, 2 “a72 °C. Final a4 °C.

2.7.3.1.1.4. Amplificacion selectiva (PCR 2)

Volumen de inicio
Reactivos Concentracion en cada pocillo
1X 110 X

ADN (productos de preamplif) 3 ul
Primer S (10 pl) 0,3 ul 33 ul 0,3 uM
Primer M (10 pl) 0,3 ul 33 ul 0,3 uM
MgCl, (50 mM) 0,3 ul 33 ul 1,5mM
dNTP (20 mM) 0,4 ul 44 pl 0,8 mM
Buffer PCR (10x) 1 ul 110 pl 1x
Taq (5 U/ul) 0,05 pl 11 pl 0,25 U
H,O 4,65ul | 511l

> 10w
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Secuencia de termociclador:

La amplificacion selectiva se realizd por PCR touch-down, cuyo fundamento es la
utilizaciéon de un programa de termociclado en el que la temperatura se va reduciendo
paulatinamente hasta alcanzar la temperatura de annealing de los primers (cebadores) o aun
algunos grados menos. La secuencia de temperaturas fue:

-2 minutos a 94 °C,

-9 ciclos de 30" a 94 °C, 30"" 65 °C -1 °C/ciclo, 2°a 72 °C (desnaturalizacion, annealing
y extension).

-23 ciclos de 30" a 94 °C, 30" a 56 °C/ciclo, 2°a 72 °C. Final a 4 °C.

Lista de combinacion de cebadores de AFLP

Secuencias centrales para los conjuntos de cebadores (con nucledtidos selectivos
mostrados como N)

Pstl 5-GACTGCGTACATGCAGNNN-3'
Msel 5-GATGAGTCCTGAGTAANNN-3¢

Msel+1 (A, C, G T -MO01, M02, M03, M04-)

Msel+2 (AA, AC, AG, AT, CA, CC, CG, CT, ....... M11, M12, M13, M14, hasta M26

Msel+3 (AAA, AAC, AAG, AAT, ACA, ACC, ACG, ...... M31, M32, M33,
M34,...hasta M94

Pstl+1 (A, C, G, T — P01, P02, P03, P04-)
Pstl+2 (AA, AC, AG, AT, CA, CC, CG, CT,.......P11, P12, P13, P14,....
Pstl+3 (AAA, AAC, AAG, ACA, ACC, ACG,......P31, P32, P33, P34, hasta P94

2.7.3.1.1.5. Corrida electroforética
Las muestras procedentes de la amplificacion se sembraron en gel de poliacrilamida al
6% (acrilamida: bisacrilamida 29:1, urea 4,6M y TBE 1x). Los geles se corrieron en cubas

verticales a 1800 V durante 1 hora.

El tamafio aproximado de las bandas se estimd por comparacion con un patron de peso
molecular de entre 100 y 570 pares de bases.
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Figura 2.7.3.1. Gel de poliacrilamida con estandares de peso molecular de fracciones de ADN
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Figura 2.7.3.2. Geles de poliacrilamida. A, B y C) Preparacion, D) Siembra de muestras, E)
Corrida electroforética, F y G) Preparacion para revelado, H) Transiluminador.

2.8. Mapeo de marcadores

Se utilizoé el software MultiPoint (MultiQTL Ltd, Dr. Abrahan Korol y colaboradores,
Institute of Evolution, Universidad de Haifa, Israel, Version 1.2)

La secuencia de pasos para el mapeo de marcadores consta de:

2.8.1. Preparacion de la matriz de datos para ser utilizada por el programa. Ejemplo de
parte del archivo, indicando el marcador y la constitucion genotipica. Por tratarse de doble
haploides, la constitucion es A: homocigota dominante (AA), h: homocigota recesivo (aa), y 0
para los datos perdidos.

1148-7
AAhhAAAAhAAhRAAAhRhAAARhARARhAAhRARhARhAARAARAAAARANANAAANhhhOAA
AAAAhAAAOAAARAAARKhAAhRAhRANOAAARAAARNAOARKhAOOANhAhRARhARhAAAANA
AAAAhRhAAhhhAhAAAhAhRhhhAAAAA
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1148-8

hhhhAhhhhAAAhhhhAhAAhhhAhhhhhhhhhhhAhhAhhhhhAhhhhhhhAhhAhAOhhAhAhhhAA
hAhhhhhAhhhhhhhhAhhAAAhRAAhhhhAhhhhAAAhAhhhhAAhhhhARhAAhhhAhAhAhhAhhh

hAAAhAhhAAAhA

= Input data EJ@@

Input of population data

Type of population data

Dihaploid -

Select data file for input

Anchor Data

[v &nchor data availabel

Populafion codes

Homuozygote (Ad)

Homuozygote (aa)

hdizsing data symbal

I Contol of data codes

Input Data |

[ A
[ h

[0

2.8.2. Analisis de segregacion de marcadores y eliminacion de aquellos marcadores con
alta distorsion. El programa da el valor de Chi cuadrado para la comparacion Observados —
Esperados, de acuerdo a la segregacion 1:1 esperada para individuos doble haploides.

[ analysis missing and segregation of markers and missing of genotypes Y ] |
Global Unda  Lindo the last step
|~ Population data [~ Analpsis of [~ Analysis of markes
[Todos los Genotype blissing Market name, [ tiesing [ oz o
B = 245216 15 14101
T — - 4 15517 12 13860
15518 1z 13860
Number of markers 22 7 255011 & 13626
gg ; 1247-12 5 13513
125 = 4 245212 & 13513
Population Size 43 ] 11483 17 1232
= 8 12474 9 12205
o = 8 16524 7 12102
= 8 25481 18 11139
T 8 165210 8 10764
New number of markers : . Bmag3s0 1 0,951
- - 11619 1 09581
— b = 255911 1 04581
b = 185520 3 0,9500 o
o = 1351-12 7 0.4420
= . 16529 7 0.4420
= M 11482 24 06635
e 4 14479 18 08602
b a Jj 14473 14 08453
23591 14 08453 ¥
20 3 =
| | »
N JR—
Sortb,
(Bt Delate | ’7 " Missing & Cchi~2
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2.8.3 Eliminacion de genotipos con marcadores perdidos o de dudosa calidad

[ Analysis missing and segregation of ma I [=] S|
Global Undo  Undo the last step
P o d Analysis of —Analysis of markers
ITudos log hibd Genotype hiszsing Lk iz [ tissing | ey =
18555 3 8.5954
24 17 ’
- 18807 2 85774
Dihaploid 138 17 g —
Mumber of markers 123 w b : g
= o 185811 1 64695
L A 184718 5 84520
136 - o 1855-11 12 68,3230
S 15554 13 £,1948
For B S f?g 1; GEMS138 & £ 1814
= P 17614 28 81426
e L 1860-11 13 7.9813
11481 42 7.8942
New number of markers ;gg 1; 23596 q 7.8451
= b 1255.7 g 7.8451
e b 185815 1o 75145
= e 11487 8 7.4507
e B 15484 & 7,3880
Deteed o - 1853-13 15 7.3158
lee 241 Delete Markers x| ‘1'1 ;1:32
[ Genctype [ Missing =] = 1 70540
104 154 2 P ) Areyousure that you wank to delete 152 markers | 5 To0a1 v
e b 22 g 4q gerotypes .
59 PN [ I 3
?gs ?3 [ _ Missing @+ Chi*2
70 &7 iy
10m 59
158 5 Deleted markers
ggg gé Marker name [ Missing [ chtz 4]
98 @2 . 1660-12 17 156.3386 ||
ooa "‘_'—I 1656-22 i) 191,099
Y [S— 11628 10 1435782
11_20482 29 141.6529
16553 12 134,0007
164815 41 1282614
124713 L] 86,9918

2.8.4. Andlisis de informacion
marcadores menos informativos.

— Populabon data

Number of markers

336

Population Size
202

Number of presnu

skeleton marke P
=/

ITodos los bdhd
IDihapIoid

[® analysis the informativi

Global Undo  Undo the last step

Delete Markers |

Are you sure that wou want to delete S markers?

de marcadores (LOD scores) y eliminacion de los

=100 x|
—Informabivity max LODY

Marker nams I LOC -
16281 38421

24524 348421

11_10030 56135 =%
11_21126 56135

1660-7 09,4672

16555 10,0819

135112 12,1583

144712 12,7656

11R1H 15 3274

<

178
s | mo |

1660-13 Ti61a5
I arker name | LoD 11451 17,7352
1E47-8 11696 1655-3 19,3442

165217 19,6273
11_2ms3 1664

11622 20,5281
12_30311 18441 nez2 maam
11_2m92 22358 i I'»
155113 25787

| ol

2.8.5. Determinacion de la tasa de recombinacion para iniciar el proceso de “clustering”,
comenzando con r=0,5 (tasa de recombinacion limite que establece cuando al menos dos
marcadores estan ligados), disminuyendo la tasa hasta llegar a un namero razonable de grupos de
ligamiento (GL). Ejemplos de r=0,2 y 0,25 y GL formados con r=0,35
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oA - “io x - X
Opes = Sove s chie oo iow-=indo" o i oc .
Poputeton Dot ;
{2l ) T Tedoo o2 Htogram (sep =02) ol
— T I
Fipmepege=io) ([ ——— = |
e | A fow u -
o5 H
T ([l neewmaten |32 2 {
o H
nsET ]| [ ous ‘ -.
Y @  Racot e a500 i
v —— o0 s
marton Theeshokd vabe .
TR —— s s

]
en Edk Savealchsters Shaw View Uil Find marker's lacation Clear saved custers Print (oubput to EXCELILG Finalresuls Exkt
PopulatinData |
Total number of ehusters 32
Todos los MM L
Diaplid — S =
Population size e
Nurber of markers 7
e LG+ (19) L6z (19) 163 (16) 163 (15) 1619 (12) L6711 L6110 1612 (5) LGa (8) L610(8)
SELDEHEREEID chit 2 s chd
DH SSR anchors S S S S S S S — — —
Setwpforchustesy |
G Recarb. Rate €L
Fiecomb. Fiate thieshold 035 L6118 L613 (5 LGzt (4 LGL4 (4) 165 (4) L615(3) La2a (3) a1z (2) L6 (2) Le1a2)
th6 h.3 che
LOD threchold 30 o o o o o o o o — —
Buid Linkage Groups
1629 (2) 1625 (2) 1621 (2) 1620 (2) LG27 (2) Lea2(1) LGaL (1) Lea0() 1622 (1) La16 (1)
1626 (1) 1623 (1)

2.8.6. Fusion de grupos de ligamiento para reducir la cantidad total de los mismos, con
valores de recombinacion mayores pero cercanos al considerado como umbral.

Open Edit Save all clusters Show  Wiew Undo  Find marker's location  Clear saved clusters  Prink {output to ERCEL) LG Final results  Exit

=I5l

4 Total number of clusters 37
| Todos los MM [Linkage G

| Dihaplaid

Population size 202

Kumber of markers 179

Name of anchor fie

DH SSR anchors. tat
[ Setupforclustedng |
@ Recamb. Rate 10D

User’s choice

Recomb. Rate threshold 037
k Do you want ko combine group B contained 15 markers
with group 10 contained & markers inta group 37
LD et 30 Minimum distance (0,367) betwesn markers14(205) and 5(253)
The total of rfs acrass interwals of the resulting cluster wil excesd
| the: sum of tokals of the twa cluster by a value 0,367

S

Still working...
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o
Open Edit Saveallclisters Show Yiew Undo Find marker'slocation Clear saved clusters  Print (utput to EXCEL) LG Final vesuls Exit

[ Total number of clustess 31
I Todas ox M |
[ Dibaglod || misin g segregation
Fapulaiion sizz 20 Merkers vith min.of 1 16503(208) [ & [ o0
Number of marksrs 79 I TEEAEIEEE) [ s [ ioin
NS5 Gaciiar ] between them [Tomerz | Sefdescivivenes  [Z7azm

Do you want ta combine the groups?

DH SSR anchors.tat
Sp—— _ Display clusters ‘es | Mo |

€ Renbfde O
Recomb. Rate threshold 037 |— 1660-13(211) = |— 1247.4(229) 21 | — 1660-13(211) =
04751 04751
WD iarediz=t] 20 | 1650-1044) D — 1660-10(44)
R = ET) BE=S || oy 7(87)
— B — 2550-5(74 B -
Stil warking. . 0,055 0mag e SESE; 0,0955
- 15515881 — 1845 — 1551-588)
0,0302 000 0,0302
: - 1655 (40 coor [ 25040 ! — 1655-5040)
: | 2559.7(260)
03417 03417
11_10041(322) SR 11_10041(322)
00255 1 11 T osc@) — 1659.16(253) — 828 k11T vroscazt)
03363 0,3363
- 1659-14(251) 4 v — 1650-1a(251)
02194 02194
1560701761 — 1560701781

2.8.7. Ordenamiento de los marcadores dentro de cada GL.

Open Edt Sove s clusters Show View Undo_Find marker' location _Clear soved chusters _Print (outout o XCELI LG _Finsl results_xe

- EEEEEEEEEEEEE
| Kl =l ™= = T Tam R T W W W o -
= D D D
S s A o T

2.8.8. Eliminacion de GL que quedaron con 1 6 2 marcadores aislados

2.8.9. Asignacion del nimero de cromosoma de cebada a los GL que contienen
microsatélites con posicion conocida (ver Tabla 7.2.1).

2.9 Mapeo de QTL

Se utiliz6 el software MultiQtl (MultiQTL Ltd, Institute of Evolution, Haifa University,
Israel, Version 2.5), que es un paquete de programas para el mapeo genético de caracteres
cuantitativos, que permite el analisis de caracteres multiples, ambientes, familias, e intervalos.

La secuencia de pasos para el mapeo de qtls consta de:

2.9.1. Carga y edicion de datos (marcadores y fenotipicos). Los archivos de datos deben
ser preparados en formato texto, con las siguientes extensiones: *.chr para GL, *.trt para
caracteres individuales, o *.tra, para todos los caracteres en un solo archivo.
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2.9.2. En el panel de modelo se elige el si se corre un analisis de carécter simple y QTL
simple (o multiples), la funcion (Haldane o Kosambi), y el tipo de poblacion.

About model A@g 1

Model rendiodoz contains :

29 chramogomel(z], 1 trait(z]

Mumber of ervironmments: 16
Mumber of genotypes: 150
MHurnber of phenatypes: 2400

b apping function . Haldane
Fopulation : Dihaploid
Analptical model:  Single-trait analyzis
GTL model : Single-ATL analysis
|ntereal analysis

Lost Markers Percent : 7

Wfith marker restoration

Without LOD normalization

Murnber af starting paints 1

Ahout Simulatinnl

Ahout E nevironments |

2.9.3. Una vez definido el modelo, se presenta el panel de calculo donde aparecen todos
los QTLs encontrados (ligamiento entre datos fenotipicos y marcadores), con la informacion del
valor LOD vy la probabilidad asociada, realizada con 1000 permutaciones (por configuracion,
pero esto es posible de incrementar)

Project: rend todos Calculation Panel < |
Population ; Traits -
Dihaploid
bodels All REMDT...

u
i}
|rendtu:u:h:us ﬂ g Lod= 412
& LG18_5k
= |
= L
About Model c Lod= 7 .55
[

LG19 5k
% LDd: 5?5
LG1_Sk
$
P
Open in EXCEL —— Lod= & 65

Global Rezampling or
Permutation Test Lod=4.73

LG21_5k
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Mumber of Funs  Owvercomes Perrutation
|1 000 | 19 | 2000

- _ Significance
Threzhold LOD walues g 00053
0.005

0.
0.003
0.002

0.001
0

| Critical LOD value: | IB.E?’EM‘B! Default ||
Reset || | Close ||

2.9.4. Luego se ingresa al detalle del QTL y de los ambientes analizados,
clickeando sobre el cuadro correspondiente que queda marcado en rojo.

About submodel

B Erwiionments  TAOY  TAT08 TAZOS CABOR PUOS LDOS TA103 TAZ03 PUOS LDOS  TAT10 TAZ10 CAB10 PUMO LD10 PUM
hio wanance effect  * L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
Signif. 0.0030 on 1000 permutation
Reszampling analysiz was not conducted
' % ark thiz submode]
MT Project: rend todos Model rendtodos; Chromosome LG20_Sk; Traits: RENDTODOS [ [-E 5]

0.0 1+ | op

20 4

B % =ign 0.0095 on 2000 runs in the groups: 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 - no variance effect (default)

2.9.5. Para verificar que los marcadores del intervalo estan ligados (esto ya se hizo
durante el mapeo de ligamiento, pero en el analisis de QTLs el programa vuelve a hacerlo dentro
de cada intervalo), se recorre todo el intervalo y se comprueba que el valor de chi cuadrado se
encuentre dentro de la probabilidad de aceptacion.
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Project: rend todos Calculation Panel @

Dot T3 2| crrmosome ntortor S -
Dihaplaid
Models All RENDT... Chramozames LG20_5k - IHaldane VI Rec. distances || Apply || Close || Lnda || Histary ||
®
Irendtodos LI g Lod=417
2 o= Number of markers :3
@| LG18_5k
E | tarker number 2 3 4 5 3 7 g
About Model | g — L Diefined objects on marker > 1=I13 137 13 132 13 142 143 9 195
O G195k | Interval length (Haldane] TT3B " 16 ' 2B ' 41 ' BZ ' 157 ' 292 ' 228 °
Compute " Defined objects an interval > 135 127 120 126 137 14 35 93
sip | Lod=5.75
Fi " LE1 Sk Change markers g m
Tink Eegregatnon
— L Seleat matker 1 M1351-16 2 M543 3 M1143-2
Soenn EAEL P | A £ Selectinterval 1.0:09 1.0:1.1 1.0:1.0
[~ Global Fiesampling or I i cni2= 02 chi2= 04 chi2= 00
Permutation Test Lod=4.79 DF;]%%LE;[“E -
LG21_Sk

(principio del intervalo)

IHaldane vl Rec. distances || Apply || Cloze II Undo J Hiztary ||

Murmber of markerz ;3

Chromozomes

b arker number ------------ N 1 2 3 4 5 B 7 a

Defined objects an marker > 1 -.I18 1 g? 1 §3 1?2 1?9 1:12 1 :13 E!IE! 1 ?E
Interval length (Haldane] - P30 T 18 Y 26 Y 41 Y B2 Y157 292 Y o287
Defined objects on interval > 135 127 120 126 137 14 95 93

— Change markers——

Segregafion
" Select marker 7 M1255-1 5 M2543 9 M1647-1
ta delete
" Select interval 1010 1.0:1.1 1008
to add marker chi2= 0.1 chi2= 01 chi2= 0.1
™ Selection part —
of chromosonme | | 4 i *

(fin del intervalo)

2.9.6. Finalmente, el programa muestra la totalidad de los graficos de cada GL donde se
encontr6 un QTL (umbral de significancia de 0,05) y una planilla con la informacién del grupo
de ligamiento, el caracter, el valor LOD vy la probabilidad asociada, la posicion en el GL, el
porcentaje de explicacion de la varianza y el efecto de sustitucién del alelo favorable, en la
unidad del carécter (en el ejemplo, rendimiento en Kg/Ha). El valor minimo de LOD para
aceptar la presencia de un gtl en esta tesis fue de 2.
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L5635k RENDTODOS gen

L&57_3k RENLCTODOS gen

GROUP one_trait : rend porsitios ; Significance threshold 0.050
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Chrom. Trait LOD Pvalue |[Loci position(CM) PEV Subst.effect
LG10_Sk |RENDTA210 2,25 0,006 29 0,101 -428,93
LG11_Sk |RENDTA210 1,08 0,049 0 0,035 252,408
LG13_Sk RENDLDO9 1,24 0,029 6,1 0,038 367,513
LG14_Sk | RENDPUO8 2,2 0,007 23 0,1 -132,752
LG16_Sk | RENDPU10 1,6 0,024 40,6 0,052 133,76
LG17_Sk |RENDCABI10 1,43 0,041 7,7 0,058 171,162
LG19 Sk |RENDCAB10 1,74 0,006 25,7 0,072 189,891
LG19 Sk |RENDTA208 1,31 0,037 33,1 0,047 162,34
LG19 Sk |RENDTA210 1,74 0,014 13,8 0,073 365,24
LG1_Sk RENDLDO9 1,82 0,032 112,7 0,055 -437,023
LG20_Sk |RENDCAB10 2,06 0,013 15,5 0,07 -188,318
LG20_Sk RENDTAO7 1,95 0,019 0 0,059 -441,912
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3. RESULTADOS DE ENSAYOS DE CAMPO

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos en la evaluacion fenotipica de los
materiales, previa enumeracion de las hipotesis y objetivos expuestos en la Introduccion.

3.1 Hipotesis 1

La variabilidad climatica observada entre sitios y afios en la zona de produccion de
cebada de Argentina genera diferencias de rendimiento y calibre en un mismo genotipo. Tales
variaciones causan una mayor complejidad en la seleccién de lineas y poblaciones segregantes
en los programas de mejoramiento.

Obijetivo 3.1.1: Explorar la variabilidad climatica espacial y anual en cuatro localidades
del Sudeste y Sudoeste de la Provincia de Buenos Aires, donde se realiza alrededor del 65% del
cultivo.

Objetivo 3.1.2: Evaluar el rendimiento y calibre en los ambientes experimentales y
relacionarlo con la variabilidad climatica.

Objetivo 3.1.3: Evaluar los resultados de rendimiento y calibre en ambientes con vy sin
irrigacion, y relacionar dichos resultados con los obtenidos en sitios de diferente disponibilidad
de agua.

Objetivo 3.1.4: Estudiar diferentes métodos de estabilidad de rendimiento y tamafio de
granos.

Objetivo 3.1.5: Evaluar la temperatura de canopeo y la respuesta a fotoperiodo como
herramientas simples de seleccién para rendimiento y tamafio de los granos.

3.2. Variabilidad climatica

Las figuras 3.2.1 y 3.2.2 muestran las precipitaciones totales y las temperaturas medias de
cada localidad en los afios evaluados. La tabla 3.2.1 corresponde a los datos climaticos de Tres
Arroyos 2007, Gnico ensayo realizado en ese afio.

Tabla 3.2.1 Precipitaciones mensuales y temperaturas medias mensuales del sitio Tres Arroyos
en 2007

ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SET | OCT | NOV | DIC

Precipitaciones

Mensuales 2007 365 | 1415 | 742 | 522 | 333 | 26 2,5 2,7 (1381 19,2 | 40,6 | 1122

Promedio Histérico | 78,1 | 87,2 | 82,0 | 77,3 | 51,8 | 31,7 | 404 | 440 | 57,7 | 753 | 829 | 786

Temperatura Media

Mensual 2007 216 | 202 | 172 | 143 | 85 6,0 5,0 62 | 126 | 143 | 152 | 20,2

Promedio Histérico | 21,9 | 20,7 | 18,7 | 14,6 | 11,1 8,1 7,6 9,2 11,2 | 139 | 16,6 | 19,7
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Figura 3.2.1: Precipitaciones registradas en cada sitio experimental durante los afios 2008 a
2011, y promedio histérico de una serie de 30 afios
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Figura 3.2.2.: Temperaturas medias registradas en cada sitio experimental durante los afios 2008
a 2011, y promedio historico de una serie de 30 afios

De los 20 ensayos realizados en el periodo 2007-2011, no todos pudieron ser analizados
para todos los pardmetros considerados. Causas como pérdidas por granizo, (Tres Arroyos y La
Dulce 2011) hasta condiciones de sequia extrema (Cabildo 2009), impidieron contar con todos
los datos. Los micromalteos de cada sitio se realizaron con muestras compuestas de las dos
repeticiones. La tabla 3.2.2 muestra el detalle de sitios, afios y analisis realizados. Los numeros

de registro (1 a 5776) corresponden a la planilla de datos utilizada para el analisis de QTLSs.
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Tabla 3.2.2: Detalle de los ensayos y variables registradas

REGISTRO ANO SITIO VARIABLES

1 152 2007 TArep 1l rend, cal, prot, hum remojo, dureza, Vsc,
153 304 2007 TArep 2 rend, cal, hum remojo, dureza
305 456 2008 TAL, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu
457 608 2008 TAL, rep 2 rend, cal, prot
609 760 2008 TA2, rep 1 rend, cal, prot
761 912 2008 TA2, rep 2 rend, cal, prot
913 1064 2008 CABILDO, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, Visc, fan, glu, Vz
1065 1216 2008 CABILDO, rep 2 rend, cal, prot
1217 1368 2008 PUAN, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
1369 1520 2008 PUAN, rep 2 rend, cal, prot
1521 1672 2008 LA DULCE, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, gluy,
1673 1824 2008 LA DULCE, rep 2 rend, cal, prot
1825 1976 2009 TAL rep 1 rend, cal, prot
1977 2128 2009 TAL, rep 2 rend, cal, prot
2129 2280 2009 TA2, rep 3 rend, cal, prot
2281 2432 2009 TA2, rep 3 rend, cal, prot
2433 2584 2009 PUAN, rep 1 rend, cal, prot
2585 2736 2009 PUAN, rep 2 rend, cal, prot
2737 2888 2009 LA DULCE, rep 1 rend, cal, prot
2889 3040 2009 LA DULCE, rep 2 rend, cal, prot
3041 3192 2010 TAl, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
3193 3344 2010 TAL, rep 2 rend, cal, prot
3345 3496 2010 TA2, rep 3 rend, cal, prot
3497 3648 2010 TA2, rep 3 rend, cal, prot
3649 3800 2010 CABILDO, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
3801 3952 2010 CABILDO, rep 2 cal, prot
3953 4104 2010 PUAN, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
4105 4256 2010 |[PUAN, rep 2 rend, cal, prot | | |
4257 4408 2010 LA DULCE, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
4409 4560 2010 LA DULCE, rep 2 rend, cal, prot
4561 4712 2011 PUAN, rep 1 rend, cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
4713 4864 2011 PUAN, rep 2 rend, cal, prot
4865 5016 2011 TAl, rep 1 cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
5017 5168 2011 TAL, rep 2 cal, prot
5169 5320 2011 CABILDO, rep 1 cal, prot
5321 5472 2011 CABILDO, rep 2 cal, prot
5473 5624 2011 LA DULCE, rep 1 cal, prot, hum remojo, dureza, ext, visc, fan, glu, Vz
5625 5776 2011 LA DULCE, rep 2 cal, prot

3.3. Rendimiento

Los rendimientos de las lineas parentales Mut 6519 y Aspen se relacionaron con los
rendimientos promedios de cada sitio (Figura 3.3.1). Se observd que en ambientes promedio de
hasta 3300 kg/ha no existieron diferencias de rendimiento entre los dos genotipos, mientras que a
mejores calidades ambientales, la variedad Aspen expresd un mayor potencial de rendimiento
que la linea Mut 6519. La calidad ambiental fue valorada mediante el promedio de todas las

lineas evaluadas en cada sitio (Finlay y Wilkinson, 1963).
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discontinua verde sefiala la relacion 1:1.

Se graficaron los rendimientos promedio de 150 lineas doble haploide mas las dos lineas
parentales y las distribuciones de frecuencia de cada sitio experimental (Figura 3.3.2). El orden
corresponde a los promedios de rendimiento, ordenados de mayor (La Dulce, 2008) a menor
(Puan, 2009). Los rendimientos de las lineas parentales se indican mediante lineas discontinuas.
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Figura 3.3.2: Distribucion de frecuencia de los rendimientos en cada sitio experimental. Linea

roja: cultivar Aspen, linea negra: Mut 6519. Cabildo 2010, basado en una repeticion.

Los promedios de rendimiento de cada sitio, como asi también la significancia del
Analisis de Varianza basado en modelos mixtos, se observan en la Tabla 3.3.1. Los factores de
variacion y su significacion se detallan en la Tabla 3.3.2.

Tabla 3.3.1.: Promedios de rendimiento (kg/ha), prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y
significacion de ANOVA en cada ambiente. Cabildo 2010 basado en una repeticion.

. Prome<_jj0 Media
Ambiente Poblacion Normalidad | P ANOVA | Mut 6519 Aspen padres
DH
La Dulce 2008 6189,6 0,4471 <0,0001 6077,8 7610,3 6844,1
La Dulce 2010 5568,2 0,0029 0,012 5525,4 5584,4 5554,9
Tres Arroyos 2007 5262,8 0,2992 <0,0001 5020,7 5548,5 5284,6
Tres Arroyos 1 2008 4616,9 0,9516 <0,0001 3933,0 4719,5 4326,2
Tres Arroyos 2, 2010 4301,5 0,2111 <0,0001 4313,0 5446,5 4879,7
Tres Arroyos 1, 2010 3862,8 0,0001 <0,0001 3946,9 5413,9 4680,4
La Dulce 2009 3538,7 0,4050 0,0224 3860,6 5399,6 4630,1
Tres Arroyos 2, 2008 3519,4 0,9516 <0,0001 3052,3 3834,3 3518,3
Tres Arroyos 1, 2009 3321,9 0,0836 <0,0001 3446,8 3091,8 3269,3
Puan 2011 3130,6 0,7926 0,1113 3013,9 31594 3086,6
Puéan 2008 2765,2 0,0008 0,4853 2228,5 2343 2285,7
Tres Arroyos 2, 2009 2644,0 0,3960 <0,0001 12715 1692,5 1482,1
Puan 2010 24024 0,0529 0,0089 1399 1927,5 1663,2
Cabildo 2008 2310,5 0,2908 <0,0001 2003,5 2051,0 2027,3
Cabildo 2010 1290,9 0,3514 n/a 1759,9 15472 1653,6
Puan 2009 885,2 0,0303 0,0032 836,7 337,2 587,0
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Tabla 3.3.2 Significacion de los factores del ANOVA por localidad para el caracter rendimiento;
gl grados de libertad

Localidad Gl Genotipo gl Afo gl Interaccion GxA
Tres Arroyos 151 3,61*** 3 247,9*** 453 1,18*
La Dulce 151 1,72%** 2 617,1%** 302 1,28**
Puan 151 1,26* 3 2049,5*** 453 1,10 ns

En general, en los ambientes de mayor potencial de rendimiento, la media de las lineas
parentales se ubic6 entre la media de la poblacion y los rendimientos més altos (con excepcion
de Tres Arroyos 1 2008), siendo el cv. Aspen el que motré6 mayores rendimientos que la linea
Mut 6519. En cambio, en los ambientes de menor potencial, la media de los padres fue casi
siempre menor a la media de la poblacion (con excepcion de Cabildo 2010). La comparacion de
los rendimientos promedio indicé herencia transgresiva en casi todos los ambientes,
probablemente debido al diferente fondo genético de las lineas parentales (Tondelli et al., 2014).
Esto permite suponer que el proceso de seleccidn sobre la poblacién de DHs seria exitoso.

En 2008 el rendimiento fue muy variable, ain en la misma localidad (TA) en dos fechas
de siembra. En Cabildo la media de los DH superé a ambos parentales. También fue muy
variable en 2009, afio en que no fue posible registrar datos en Cabildo. La pérdida de plantas en
esta localidad no permitid incluirla en el analisis de rendimiento que figura en la Tabla 3.3.2. En
La Dulce el rendimiento fue muy inferior al afio anterior y afecté especialmente al parental
Aspen, mientras que en 2010 no hubo diferencias entre las medias de la poblacién de DH y sus
parentales. En todos los casos la variabilidad de la coleccion de DH fue grande, pero no mostrd
mejor performance que sus parentales excepto en los ambientes mas pobres, demostrando una
cualidad de estabilidad que puede atribuirse a efectos de recombinacion, que fue el objetivo
inicial del cruzamiento.

Los andlisis de varianza realizados por sitio (Tres Arroyos, La Dulce, Puan,) muestran
que el factor aleatorio “afios” fue el mas significativo (por ejemplo, F = 247,92, p<0,0001 vs. F =
3,61, p<0,0001 para genotipos en Tres Arroyos; F = 617,17, p<0,0001 vs. F = 1,72, p<0,0001 en
La Dulce), y en menor magnitud, la interaccion genotipo*afio (por ejemplo, F =1,18 p = 0,03 en
Tres Arroyos, F = 1,28 p = 0,091 en La Dulce). Estos resultados reflejaron la variacion
interanual de las condiciones ambientales, afectando de diversas maneras el potencial de
rendimiento promedio, aln mas que la interaccién genotipo*afio.

Con el fin de evaluar las relaciones entre ambientes y observar si la seleccién en uno de
ellos podria resultar similar a la seleccion en otro, se determinaron los coeficientes de correlacion
entre los rendimientos unitarios de cada sitio experimental, con un rango entre valores maximos
de coeficiente r = 0,582 (correlacion entre los ambientes La Dulce 2008 con Tres Arroyos 2
2010, p=0,0000) y minimo r = 0,002 (correlacion entre Cabildo 2008 y Puan 2011, p=0,98)
(Tabla 7.1 en Anexo).

Con el mismo propdsito de encontrar relaciones entre ambientes experimentales y evaluar
la posibilidad de utilizar ambientes tipo cuyos resultados pudieran extrapolarse hacia otros de
aparente similitud, se ordenaron los promedios de rendimientos agronomicos de mayor a menor,
y luego se dividié la lista por cuartiles, realizando comparaciones entre grupos.
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Tabla 3.3.3.: Analisis por cuartiles de los rendimientos promedio de cada ambiente experimental

RENDIMIENTO
AMBIENTE PROMEDIO IDENTIFICACION
La Dulce 2008 6198 Al
La Dulce 2010 5568 A2
TA 2007 5263 A3
TA 1 2008 4613 A4
TA 2 2010 4309 B1
TA 1 2010 3874 B2
La Dulce 2009 3553 B3
TA 2 2008 3518 B4
TA 1 2009 3321 C1l
Puan 2011 3130 C2
Puan 2008 2759 C3
TA 2 2009 2629 C4
Puan 2010 2393 D1
Cabildo 2008 2307 D2
Cabildo 2010 1296 D3
Puan 2009 881 D4

La Tabla 3.3.4 muestra los coeficientes de correlacion entre promedios de cuartiles. Se
observo, en general, una mayor asociacion entre promedios de cuartiles que entre ambientes
particulares dentro de un mismo cuartil. Es evidente que dentro de los valores promedio de cada
genotipo se esconde la interaccion que existe con cada ambiente, pero la utilidad préactica de esta
observacion radica en que selecciones sucesivas en sitios de alta calidad ambiental, basadas en
rendimientos promedios, resultarian mas eficientes para detectar lineas con mayor capacidad de
enfrentar situaciones de estrés que la propia seleccion en ambientes de baja calidad.

Tabla 3.3.4: Coeficientes de correlacion de Pearson entre promedios de cuartiles de rendimiento
(bajo diagonal) y probabilidad asociada (sobre diagonal)

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
Cuartil 1 -- 0,0000 0,0000 0,0002
Cuartil 2 0,5708 -- 0,0000 0,0213
Cuartil 3 0,5082 0,4390 -- 0,0000
Cuartil 4 0,2962 0,1867 0,4894 --

3.3.1 Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Se realiz6 un ACP basado en la distancia Euclidea por individuos doble haploides con

sitios como variable. La primera y segunda componentes explicaron el 78,6% de la variacion
total. Tomando cada combinacidn sitio/afio como ambientes individuales, el grafico H-plot de la
figura 3.3.1.1 muestra la distribucion de los vectores en el plano de las CP 1y 2.
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Figura 3.3.1.1: Gréfico H-plot de ambientes en el plano de CP 1y 2. CP 1: 25,6%, CP 2: 13,8%
de explicacion de la varianza.

La componente 1 opone La Dulce 2010 al resto de los ambientes. Las variables La Dulce
2008 (r=0,80), TA 1 2009 (r=0,71), TA 2 2010 (r=0,74) y Cabildo 2010 (r=0,62) son las mas
relacionadas con esta componente. La componente 2 representa bien a la variable Puan 2010
(r=0,71) y Puén 2009 (r=0,64). La CP 3 se relaciona mayoritariamente con el ambiente Cabildo
2008. La Dulce 2010 es la unica variable con signo negativo en todos los ejes. Los ambientes La
Dulce 2008, TA 1 2009 y Puan 2010 son los que tienen mayor porcentaje de explicacion con las
CP 1y 2 (65,3, 54,5y 54,0% respectivamente).

3.3.2. Comparacién de andlisis entre Modelos Mixtos y Modelos Espaciales

La ventaja de analizar los datos con modelos mixtos es la posibilidad de modelar las
varianzas aun en aquellos casos en que no se cumpla con el supuesto de homocedasticidad,
mientras que los modelos espaciales resultan adecuados en aquellos casos en que la variacion
ambiental intra-ensayo podria resultar alta debido al nimero de participantes. Con el fin de
comparar los resultados, se analizé la relacion entre de medias ajustadas por modelos mixtos y
espaciales, eligiendo el modelo con Akaike Information Criterion (AIC) y coeficiente de
variacion mas bajos, lo que supone un mejor ajuste de las medias, obteniéndose el mejor BLUP
(Best Linear Unbiased Predictor).

A modo de ejemplo, la Figura 3.3.2.1 relaciona las medias ajustadas por analisis de
modelos mixtos (Infostat, potenciado por el software estadistico R), correspondiente al ambiente
La Dulce 2008, con los modelos espaciales analizados por el software estadistico SAS (Version
9.3 para Windows). Se realizaron los analisis con los modelos espaciales “Filas x Columnas
(RxC)”, “Esférico”, “Exponencial”, “Power”, “Anisotropico”, y “Matern”. En la tabla 3.3.5 se
encuentra la comparacion de los métodos por coeficiente de variacion y AIC, incluyendo ademas
el modelo general no espacial de DMS. Se observa la reduccion del Coeficiente de Variacion en
todos los modelos espaciales, comparado con el analisis linear. En este caso, los modelos RxC y
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Exponencial tienen el menor AIC, de manera que se tomo el ajuste de rendimiento realizado por
RxC para verificar la relacion con el método de modelos mixtos.

Tabla 3.3.5: Informacion de modelos espaciales para el ambiente La Dulce 2008

| Mediadel |_ Desvio | Coeficiente
Metodologia Modelo Estandar del | de Variacion | AIC
Modelo del Modelo
Diferen Min
Significativa | 6211,414474 | 892,9109444 | 14,37532382
Filax Column | 6211,414474 | 556,265253 | 8,955532679 |5009,984
Esférico 6211,414474 556,265 8,955528606 |5011,984
Exponencial | 6211,414474 | 556,2652544 | 8,955532701 |5009,984
Power 6211,414129 | 554,3180348 | 8,924184144 |5011,924
Anisotropico | 6211,412316 | 554,3600139 | 8,924862587 |5011,925
Matern 6211,414474 | 556,2652544 | 8,955532701 |5011,984

El ranking de genotipos entre ambos métodos es similar, aunque el valor de rendimiento
ajustado por el modelo espacial (BLUP) es menor que el rendimiento ajustado por el modelo
mixto. La figura 3.3.2.1 presenta algunos ejemplos con rendimientos potenciales diferentes.
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Cabildo 2008
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Figura 3.3.2.1 Relacién entre rendimientos ajustados por MLGM y RxC. La Dulce 2008,
Coeficiente de correlacién: 0,946; La Dulce 2010, CC: 0,971; Tres Arroyos 2007, CC: 0,968;
Puén 2010, CC: 0,952; Cabildo 2008, CC: 0,936. La linea discontinua sefiala la relacion 1:1.

Con fines de mejoramiento, resultaria mas conveniente analizar los datos por modelos
lineales mixtos, ya que el rango de rendimientos de las medias corregidas por este método es
mayor que con modelos espaciales (ejemplos méas notables, La Dulce 2010, rango MGLM 3000-
7000 kg/ha, RxC 5000-6000 kg/ha, Puan 2010, rango MGLM 1200-2900 kg/ha, RxC 2200-2500
kg/ha, Figura 3.3.2.1). La linea que indica la relacién 1:1 muestra que en el rango de menores
rendimientos los BLUPs sobreestiman en rendimiento con respecto al resultado por modelos
mixtos, mientras que en el rango de mayores rendimiento se observa lo contrario, es decir, los
BLUPs subestiman los valores de rendimiento.

3.3.3. Ensayos de rendimiento con y sin irrigacion

Se realizaron dos ensayos de rendimiento y calibre en el mismo sitio experimental, Fort
Collins, EEUU. A uno de los ensayos se aplicé riego adicional a las precipitaciones, sirviendo el
otro como testigo en secano.

En las Figuras 3.3.3.1 a 3.3.3.4 se observa los potenciales de agua y las temperaturas en
el suelo, a dos profundidades (17,7cm y 35,4cm) y en las dos situaciones (riego y secano). Las
mediciones se registraron cada dos horas, totalizando 1135 registros en el periodo 23 de mayo al
26 de agosto de 2013.

Durante el ciclo del cultivo, las precipitaciones caidas totalizaron 124,7mm. Previo a la
siembra, el agua acumulada en el perfil por lluvias y nieve fue de 260,8mm.

Cuando los potenciales de agua pasaron de valores negativos a cero Kilo Pascales (KPa),
se debi¢ a la ocurrencia de lluvias. Entre los registros 553 y 576 se produjo un aumento positivo
de potencial agua debido a precipitaciones entre los dias 5 y 7 de julio. A partir de ese momento
comenzo a aplicarse riego solamente en el ensayo sin estrés, dejando sin regar el ensayo restante.
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Potencial Agua, Area sin Estres, Fort Collins (EEUU), 2013
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Figura 3.3.3.1: Potencial agua medido en el ensayo irrigado en dos profundidades (17,7cm y
35,4cm.) durante el ciclo del cultivo de cebada, desde el 23/5 al 26/8/2013.

Potencial Agua, Area con Estres, Fort Collins (EEUU), 2013
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Figura 3.3.3.2: Potencial agua medido en el ensayo no irrigado en dos profundidades (17,7cm y
35,4 cm) durante el ciclo del cultivo de cebada, desde el 23/5 al 26/8/2013.

Temperatura del suelo, Area sin Riego, Fort Collins (EEUU), 2013
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Figura 3.3.3.3. Temperatura del suelo (°C), sector no irrigado, a profundidades de 7" y 15™
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Temperatura del suelo, Area con Riego, Fort Collins (EEUU), 2013
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Figura 3.3.3.4. Temperatura del suelo (°C), sector irrigado, a profundidades de 7" y 15~

Las distribuciones de frecuencia de los rendimientos obtenidos en cada ambiente, se

observan en la Figura 3.3.3.5.
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Figura 3.3.3.5: Distribuciones de frecuencias de rendimientos de lineas en ensayos con riego y

sin riego adicional. Linea punteada roja: cv. Aspen, linea punteada negra: Mut 6519

Con el fin de verificar si existié relacion entre los rendimientos obtenidos en el ensayo
irrigado y no irrigado con cada uno de los ensayos realizados en Argentina, se calcularon los
coeficientes de correlacion y su significacion estadistica, obteniéndose los resultados detallados

en la Tabla 3.3.3.1.
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Tabla 3.3.6: Coeficientes de correlacion y probabilidades entre los ensayos de Argentina con los
ensayos irrigado y no irrigado de Fort Collins, EEUU. Se ordenaron los sitios de mayor a menor
rendimiento promedio.

IRRIGADO NO IRRIGADO
Identificacion Ambiente r p r p
NO IRRIGADO 0,892 < 0,001

Al La Dulce 2008 -0,009 0,915 -0,006 0,939
A2 La Dulce 2010 0,090 0,271 0,106 0,194
A3 TA 2007 0,076 0,357 0,117 0,154
A4 TA 1 2008 -0,124 0,127 -0,063 0,439
Bl TA 2 2010 0,244 0,002 0,224 0,006
B2 TA 12010 0,278 0,001 0,253 0,002
B3 La Dulce 2009 -0,080 0,326 -0,044 0,59
B4 TA 2 2008 -0,045 0,579 0,012 0,886
C1 TA 1 2009 0,021 0,794 0,053 0,519
C2 Puan 2011 0,169 0,037 0,275 0,001
C3 Puan 2008 -0,195 0,016 -0,118 0,148
C4 TA 2 2009 0,050 0,538 0,135 0,097
D1 Puan 2010 0,021 0,799 0,055 0,503
D2 Cabildo 2008 -0,191 0,018 -0,165 0,043
D3 Cabildo 2010 0,255 0,002 -0,080 0,325
D4 Puan 2009 -0,149 0,067 0,299 0,000

En el mismo sitio experimental, con la sola diferencia de la aplicacion de riego, el
coeficiente de correlacion fue muy alto (0,892). La regresion entre los rendimientos del ensayo
irrigado y no irrigado fue de 0,80 (F=581,14, p<0,0001, Figura 3.2.3.6).

Relacion de rendimientos entre ensayos con y sin riego,
Fort Collins, 2013
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Figura 3.3.3.6: Regresion entre rendimientos en ensayo irrigado y no irrigado. La linea roja
indica la relacion 1:1.

El DH 3 fue la Unica linea que tuvo un rendimiento mayor (aunque estadisticamente no
significativo) en el ensayo sin riego con respecto al irrigado (5329 vs. 5209 Kg/Ha). El resto de
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las lineas quedaron por encima de la linea que indica la relacion 1:1 en la Figura 3.3.3.6, es decir,
con rendimientos mayores en el ensayo con riego.

Con respecto a la relacion con los otros sitios, en general las correlaciones fueron bajas,
con un maximo de r=0,299 (p=0,000) para el ensayo Puan 2009 con FC no irrigado, hasta un
minimo de r=-0,006 (p=0,939) para el ensayo La Dulce 2008 con FC no irrigado.

Una vez més se observaron las bajas relaciones entre ambientes, aun tomando conjuntos
de datos procedentes de situaciones de mayor y menor disponibilidad hidrica. En este caso, los
rendimentos del ensayo no irrigado podrian correlacionarse positivamente con los rendimientos
obtenidos en ambientes de sequia terminal (Puan y Cabildo 2008, por ejemplo). Sin embargo,
dichas correlaciones tuvieron valores r=-0,118 y -0,165, respectivamente.

En el analisis de componentes principales de rendimiento realizado precedentemente, se

agregaron los datos de los ensayos irrigado y no irrigado, observandose el pequefio angulo que
forman los vectores, lo que confirma la alta correlacion de resultados entre ellos (Figura 3.3.3.7).
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Figura 3.3.3.7.: H-plot incluyendo los datos del ensayo “Irrigado-No Irrigado” con los ambientes
de Argentina.

3.4. Tamaiio de los granos

Se relacionaron las fracciones de los granos retenidos sobre una zaranda de 2,5 mm
(tamano de los granos o “calibre” llamado asi industrialmente) de las lineas parentales Mut 6519
y Aspen en funcién de los calibres promedio de cada sitio (Figura 3.4.1). En ambientes con
valores de 80% de calibre promedio o mayores no existieron diferencias importantes entre los
dos genotipos (a excepcion de Tres Arroyos 2007, ver Tabla 3.4.1), mientras que a menores
calidades ambientales en términos de valores de calibre, la linea Mut 6519 expresd un mayor
tamafo de grano en comparacion con la variedad Aspen.
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Figura 3.4.1. Relacion entre los calibres (porcentaje de granos retenidos sobre una zaranda de 2,5
mm) promedio de las lineas parentales y los calibres promedio en cada sitio experimental. La
linea discontinua verde indica la relacion 1:1. La linea discontinua roja sefiala el valor de 80%.

Los calibres promedio de las 150 lineas doble haploide y los dos padres, y las
distribuciones de frecuencia en cada sitio experimental se observan en la Figura 3.4.2. El orden
de los ensayos corresponde a los promedios de calibre, ordenados de mayor (Puan 2011) a menor
(Puén 2009).
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Cabildo 2010 Tres Arroyos 2007
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Figura 3.4.2: Distribucion de frecuencias de los calibres (porcentaje de granos retenidos sobre

una zaranda de 2,5 mm) en cada sitio experimental. Linea roja: cv. Aspen, Linea negra: linea

Mut 65109.
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Los promedios de calibre de cada sitio, normalidad por prueba de Shapiro-Wilks y la
significancia del Analisis de Varianza basado en modelos mixtos, se observan en la Tabla 3.4.1.

Tabla 3.4.1: Promedios de calibre (%) en cada ambiente, normalidad y significancia del
ANOVA. Cabildo 2010 basado en una repeticion.

Sitio (F(’)/l;og;eg,lg 32) p Normalidad | p ANOVA | Mut 6519 | Aspen | Media padres
Puan 2011 93,48 <0,0001 0,1069 94,65 | 92,05 93,35
TA 12011 93,09 <0,0001 <0,0001 95,88 | 93,38 94,63
Puan 2010 91,96 <0,0001 <0,0001 78,74 | 79,74 79,24
La Dulce 2011 87,09 <0,0001 <0,0001 92,89 | 86,89 89,89
Cabildo 2010 86,96 <0,0001 n/a 80,00 | 78,00 79,00
TA 2007 84,35 <0,0001 <0,0001 81,47 | 58,47 69,97
TA 2 2010 83,41 <0,0001 <0,0001 91,58 | 87,58 89,58
TA 12010 81,94 <0,0001 <0,0001 | 86,86 | 80,36 83,61
La Dulce 2008 81,30 <0,0001 0,3245 79,38 | 87,38 83,38
La Dulce 2009 79,64 <0,0001 <0,0001 80,3 88,8 84,55
TA 12008 66,88 <0,0001 <0,0001 54,17 | 25,67 39,92
Cabildo 2008 66,68 <0,0001 <0,0001 | 67,38 | 38,38 52,88
La Dulce 2010 66,44 <0,0001 <0,0001 | 59,96 | 71,46 65,71
Cabildo 2011 59,40 <0,0001 <0,0001 55,45 | 43,45 49,45
TA 2 2009 51,27 0,0500 <0,0001 42,62 | 49,12 45,87
TA 12009 50,93 0,0366 <0,0001 66,52 | 49,02 57,77
TA 2 2008 38,78 <0,0001 <0,0001 51,56 | 37,06 44,31
Puan 2008 26,28 <0,0001 <0,0001 33,8 15,3 24,55
Puan 2009 15,46 <0,0001 <0,0001 1481 | 10,81 12,81

Tabla 3.4.2 Significado de los factores del ANOVA por localidad para el caracter calibre: gl
grados de libertad

Localidad gl Genotipo gl Afo o] Interaccion GxA
TresArroyos 151 1,715*** 5 1394,1*** 775 2,06***

La Dulce 151 2,09*** 3 29, 7*** 302 1,26**
Puan 151 6,05*** 3 13785,3*** 453 3,22 ***

El calibre del grano varid extensamente entre localidades y entre y entre fechas de
siembra en la misma localidad (TA). Hubo una influencia apreciable del padre Mut 6519 en la
descendencia de DH en 2008, no asi en 2009. La poblacion de DH superd a los parentales en el
ambiente mas pobre (Cabildo) nuevamente demostrando la validez del objetivo del cruzamiento
(Figura 3.4.3).

De la misma forma que para rendimiento, se determinaron los coeficientes de correlacion
entre los calibres unitarios de cada sitio experimental. Se observaron algunos pares de ambientes
con un buen nivel de asociacion en sentido practico, como Tres Arroyos 2 con Cabildo y Puan
del afio 2008 (r=0,70 y 0,81 respectivamente), Puan y Cabildo 2008 (r=0,77) (Tabla 7.2 de
Anexo)

Posteriormente, se ordenaron de mayor a menor los promedios de calibre y se dividieron
los datos por cuartiles (Tabla 3.4.3) realizando comparaciones entre grupos.
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Tabla 3.4.3: Analisis por cuartiles de los calibres promedio de cada ambiente

AMBIENTE CALIBRE IDENTIFICACION
Puan 2011 93,5 Al
TA 12011 93,1 A2
Puan 2010 91,8 A3
La Dulce 2011 87,1 A4
Cabildo 2010 86,9 A5
TA 2007 84,2 B1
TA 2 2010 83,5 B2
TA 1 2010 82,0 B3
La Dulce 2008 81,3 B4
La Dulce 2009 79,7 B5
TA 1 2008 66,5 C1l
Cabildo 2008 66,5 C2
La Dulce 2010 66,4 C3
Cabildo 2011 59,3 C4
TA 2 2009 51,2 D1
TA 1 2009 51,0 D2
TA 2 2008 38,9 D3
Puan 2008 26,3 D4
Puan 2009 15,4 D5

Teniendo en cuenta la importancia del tamafio de los granos en la calidad comercial, y el
problema conocido de la produccién de bajos calibres en condiciones de sequia y altas
temperaturas, la siguiente tabla de correlaciones se concentra en las asociaciones entre ambientes
del cuartil mas bajo.

Tabla 3.4.4: Coeficientes de correlaciones de Pearson (bajo diagonal) y probabilidades asociadas
(sobre diagonal) entre ambientes dentro del 4to. Cuartil

TA22009 | TA12009 | TA22008 Puan 2008 Puan 2009
(D1) (D2) (D3) (D4) (D35)
TA 2 2009 (D1) 0,000 0,000 0,000 0,000
TA 12009 (D2) 0,52 0,000 0,000 0,000
TA 2 2008 (D3) 0,52 0,40 0,000 0,000
Puan 2008 (D4) 0,60 0,39 0,82 0,000
Puan 2009 (D5) 0,46 0,36 0,34 0,32

Todas las correlaciones dentro del cuartil de menor calibre fueron altamente
significativas, con pares de ambientes en los que se existio una fuerte relacion (Puan 2008 con
TA 2 2008, por ejemplo).

3.4.1 Analisis de Componentes Principales (ACP)

El ACP se baso en la distancia euclidea entre individuos doble haploides con sitios como
variable. La primera y segunda componentes explicaron el 46,8% de la variacién total. Las
componentes CP 1 y CP 2 tuvieron porcentajes de reconstruccion entre 1% y 74,9%, mientras
gue la CP 3 tuvo porcentajes mucho mas bajos, entre 2% y 23,2%. Para la CP1 el ambiente Tres
Arroyos 2 2008 fue el de mayor contribucion en la explicacion de la variacion (68,2%) mientras
que la CP2 estuvo més asociada con Tres Arroyos 2 2010 (55,1%). La distribucion de los
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ambientes con relacion a los ejes 1 y 2 mostro, por ejemplo, una alta correlacion positiva entre
Tres Arroyos 2 y Puan 2008, Puan 2010 y Cabildo 2011, una correlacion media y positiva entre
Tres Arroyos 2011 y La Dulce 2008 , y ausencia de correlacion entre Tres Arroyos 2 2010 y La
Dulce 2008 (Figura 3.4.1.1.).
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Figura 3.4.1.1: Grafico biplot para calibre (porcentaje de granos retenidos sobre una
zaranda de 2,5 mm). Componentes 1 y 2.

El ambiente La Dulce 2010 estuvo representado por un vector de corta longitud y de
direccion opuesta al resto de los vectores. El biplot que muestra las componentes 1 y 3 no
cambid la posicion de La Dulce 2010 y en el analisis de las componentes 2 y 3, dicho ambiente
no aparecio. La reconstruccion de LD 2010 por las tres componentes fue sélo del 2,5% (Figuras
3.4.1.1y3.4.1.2).

3.4.2. Comparacion de analisis entre Modelos Mixtos y Modelos Espaciales

Se compararon los resultados de calibre y la relacion entre medias ajustadas por modelos
mixtos y espaciales, eligiendo también el modelo con criterio de informacion de Akaike (AIC) y
coeficientes de variacion (CV) mas bajos.

Se realizaron los analisis de todos los ensayos con todos los modelos espaciales. En la
tabla 3.4.5 se encuentra la comparacion de los métodos por coeficiente de variacion y AIC,
incluyendo ademas el modelo general no espacial de diferencia minima significativa para el
ensayo Puan 2010. Se observa la reduccion del CV en todos los modelos espaciales, comparado
con el andlisis linear. En este caso, los modelos Fila x Columna (FxC) y Matern tienen el menor
AIC, y el método FxC el menor CV, de manera que se tom6 como ejemplo el ajuste de calibre
realizado por FxC para verificar la relacién con el método de modelos lineares generales mixtos
(MLGM).
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En todos los casos, el valor de mejor predictor linear insesgado (BLUP) obtenido por
modelos espaciales se compard con la media ajustada por modelos mixtos. Como lo observado
para rendimiento, el ranking de genotipos entre ambos métodos fue similar, aunque los valores
de calibre ajustados por el modelo espacial (BLUP) fueron menores que los calibres ajustados
por el modelo mixto en el rango de calibres mas altos, y mayores en el rango de calibres mas

bajos.

Tabla 3.4.5: Informacion de modelos espaciales para el ambiente Puan 2010

. , Coeficiente de
Metodologia Media del Error Estandar Variacion del AIC
Modelo del Modelo
Modelo
Diferen Min | o, 93801579 | 4.701688827 5,119500711
Significativa
Fila x Columna 91,83881579 3,55550836 3,871465816 |1761,132
Esférico 91,83881579 3,55550834 3,871465796 | 1763,132
Exponencial 91,83859476 3,561800085 3,878325985 | 1763,064
Power 91,83859478 3,561799465 3,878325309 | 1763,064
Anisotrépico 91,84057598 3,62997551 3,952474678 | 1763,593
Matern 91,86191578 3,559113761 3,874417087 | 1760,680

En la figura 3.4.2.1 se observan las relaciones entre ambos sistemas. Se tomaron como
ejemplos el ambiente de mayor calibre promedio (Puan 2011) y el ambiente de menor calibre
(Puan 2009) comprobandose en ambos grupos la misma tendencia, es decir, menor pendiente en
los datos ajustados por el modelo espacial, al igual que lo sucedido para rendimiento.
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Figura 3.4.2.1. Relacion entre calibres (porcentaje de granos retenidos sobre una zaranda de 2,5
mm) ajustados por MLGM y FxC, en Puan 2011 (coeficiente de correlacion 0,962) y Puan 2009
(coeficiente de correlacion 0,988)

3.4.3 Ensayos con y sin irrigacion
Complementando los resultados de estos ensayos presentados para rendimiento, la figura

3.4.3.1 corresponde a los histogramas de la variable calibre en el ambiente irrigado y no irrigado
del ensayo realizado en Fort Collins, EEUU.
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Figura 3.4.3.1.: Distribucién de frecuencias de calibre (porcentaje de granos retenidos sobre una
zaranda de 2,5 mm) de lineas en ensayo irrigado y no irrigado. Linea llena: cv. Aspen, linea
punteada: Mut 6519

Con el fin de verificar si existié relacion entre los calibres obtenidos en el ensayo irrigado
y no irrigado con cada uno de los ensayos realizados en Argentina se calcularon los coeficientes
de correlacion y su significancia estadistica, obteniéndose los resultados detallados en la Tabla
3.4.6.

Tabla 3.4.6: Coeficientes de correlacion y probabilidades entre los ensayos de Argentina con los
ensayos irrigado y no irrigado de Fort Collins, EEUU. Se ordenaron los sitios de mayor a menor
calibre promedio.

IRRIGADO NO IRRIGADO

Identificacion Ambiente r p r p

NO IRRIGADO 0,6759 0,000 - -
Al Puan 2011 -0,1746 0,031 -0,051 0,529
A2 TA 1 2011 -0,1720 0,034 -0,072 0,379
A3 Puan 2010 -0,2613 0,001 -0,122 0,134
Ad La Dulce 2011 -0,1288 0,114 -0,126 0,122
A5 Cabildo 2010 -0,2080 0,010 -0,086 0,289
Bl TA 2007 -0,0801 0,327 -0,031 0,702
B2 TA 2 2010 0,1045 0,200 0,146 0,073
B3 TA 12010 0,0912 0,264 0,153 0,061
B4 La Dulce 2008 -0,0694 0,397 -0,043 0,599
B5 La Dulce 2009 -0,0385 0,638 -0,031 0,702
C1 TA 1 2008 -0,2772 0,001 -0,170 0,037
C2 Cabildo 2008 -0,0616 0,451 -0,018 0,827
C3 La Dulce 2010 0,2046 0,011 0,121 0,136
C4 Cabildo 2011 -0,1997 0,014 -0,100 0,220
D1 TA 2 2009 -0,1556 0,056 -0,068 0,406
D2 TA 1 2009 -0,1376 0,091 -0,046 0,576
D3 TA 2 2008 -0,1575 0,053 -0,112 0,171
D4 Puan 2008 -0,0493 0,546 0,020 0,808
D5 Puan 2009 -0,1032 0,206 -0,060 0,460

En el mismo sitio experimental, con la Unica diferencia de la aplicacion de riego,
el coeficiente de correlacion fue alto (0,673). La regresion entre los rendimientos del ensayo
irrigado y no irrigado fue altamente significativa (R> = 0,453 F=126,19 p<0,0001, Figura
3.4.3.2).
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Relacion de calibres (% de tamafio de granos s/z 2,5 mm)
entre ensayos cony sin riego, Fort Collins, 2013
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Figura 3.4.3.2: Regresion entre calibres (porcentaje de granos retenidos sobre una zaranda de 2,5
mm) en ensayo irrigado y no irrigado. La linea roja indica la relacion 1:1 y la linea punteada el
ajuste de regresion lineal.

Con respecto a la relacion con los otros sitios, en general las correlaciones fueron bajas,
con un méximo de r = 0,277 (p=0,000) para el ensayo Tres Arroyos 1 2008 con ensayo FC
irrigado, hasta un minimo de r = 0,02 (p=0,808) para el ensayo Puan 2008 con ensayo FC no
irrigado.

Se obtuvieron bajas relaciones entre ambientes, incluso tomando conjuntos de datos
procedentes de situaciones de mayor y menor disponibilidad hidrica. En este caso, los calibres
del ensayo no irrigado podrian correlacionarse positivamente con los calibres obtenidos en
ambientes de sequia terminal (Puan 2008 y 2009, por ejemplo). Sin embargo, dichas
correlaciones tuvieron valores r = 0,020 y -0,060, respectivamente.

Con el fin de observar la relacion entre los ensayos de Fort Collins con los ambientes de
Argentina, se realiz6 un grafico H-plot con los dos primeros componentes principales (Figura
3.4.3.3). Los vectores de ambos ensayos tuvieron una posicion divergente respecto de la mayoria
de los ambientes. Comparando los &ngulos que forman los vectores de los ensayos irrigado y no
irrigado para rendimiento y calibre, para este Gltimo el angulo es mayor que para rendimiento,
confirmando una menor correlacion entre los genotipos, como se establecio en la Figura 3.4.3.2.
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Figura 3.4.3.3: H-plot incluyendo los datos del ensayo “Irrigado-No Irrigado” al analisis de
componentes principales

3.5 Temperatura de canopeo (TC)

Se realizaron nueve mediciones de TC con termometro infrarrojo en diferentes ensayos
con combinaciones de sitio/afio. La mayor temperatura del aire registrada fue en Puan 2da.
medicién 2008 (31,6 °C), y la menor en La Dulce 2007 (19,3 °C), dando diferencias de TC-TA
entre los DH de mayor y menor TC de 1,9 °C en La Dulce (ensayo con muy buena
disponibilidad de agua en el suelo), y de 6,2°C entre los DH extremos en Puan 2008 (suelo con
déficit hidrico severo y mayor temperatura del aire).

El promedio de TC en La Dulce 2007 fue 14,67 °C, lo que da una depresion de
temperatura de canopeo con la TA de 4,63 °C. En Puan 2da. medicion 2008, el promedio de TC
de todos los genotipos fue de 30,57 °C, marcando una diferencia con la TA de 1,03 °C. En este
altimo caso, hubo 31 DHs con TC que superd la TA. En este ambiente, con condiciones muy
adversas, el promedio de calibre sobre zaranda 2,5mm fue 30% en los 31 DHs con TC mayores
que TA, mientras que el promedio de los 121 restantes DHs (TC < TA) fue 25%.

Se estudi6 la relacion que existe entre mediciones tomadas en diferentes momentos del
ciclo. La figura 3.5.1 muestra un ejemplo en el que se graficaron los registros de TC en dos
momentos del periodo de llenado de los granos (Z 73 y Z 83 del cv. Aspen, representados como
Puan 1y Puan 2, en un ambiente con fuerte déficit de agua (Puan 2008).

°C en Puan 2 2008

29 30 31 32 33 34 35
°C en Puan 12008

Figura 3.5.1: Mediciones de temperatura de canopeo tomadas en dos momentos (1 y 2) del
periodo de llenado de los granos (Z 73 —Puan 1- y Z 83 -Puan 2- del cv. Aspen), Puan 2008

Se hall6 falta de correlacién entre una medicion y otra, motivada probablemente por
demandas atmosféricas diferentes en los momentos de las determinaciones. La falta de
correlacion entre mediciones en situaciones con y sin déficit de agua fue comprobada en todos
los ensayos realizados. En la primera medicion, el valor promedio de la TC de los 152 genotipos
fue 26,33°C, mientras que el promedio de la segunda medicion fue 30,57°C. Entre una medicion
y otra no se produjeron precipitaciones.
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Las tablas 3.5.1, 3.5.2 y 3.5.3 corresponden a la temperaturas de canopeo tomadas en los
estados Z73 y Z83 del cultivar Aspen (recordar que existen diferencias de ciclo en la poblacion
de 150 DHs + lineas parentales), y a las diferencias de temperatura entre dichos estados
fenoldgicos. Por simplicidad, se muestran solamente los 15 primeros genotipos (10% de la
poblacidn)

Tabla 3.5.1. Genotipos ordenados por temperatura de canopeo (°C) tomadas en el estado Z73 del
cultivar Aspen. Se muestran los primeros 15 datos (temperaturas méas bajas)

DH Puan 2008 (1) | Puan 2008 (2) | Dif TC
TC (°C) TC (°C) (°C) 2-1

DH60 25,3 29,3 4
DH85 25,3 30,2 4,9
DH91 25,3 29,4 4,1

DH5 25,4 31,7 6,3
DH63 25,4 31,7 6,3
DH81 25,4 31,5 6,1
DH82 25,4 31,6 6,2
DH102 25,4 30,8 54
DH148 25,4 32,5 7,1
DH40 25,5 28,4 2,9
DH54 25,5 28,4 2,9
DH61 25,5 32 6,5
DH62 25,5 31 5,5
DH64 25,5 29,7 4,2

DH7 25,6 30,6 5

Tabla 3.5.2. Genotipos ordenados por menor temperatura de canopeo (°C) tomadas en el estado
Z83 del cultivar Aspen. Se muestran los primeros 15 datos (temperaturas mas bajas)

DH Puan 2008 (1) | Puan 2008 (2) | Dif TC
TC (°C) TC (°C) (°C) 2-1
DH123 27 27,5 0,5
DH34 26,8 28,2 1,4
DH90 26,1 28,3 2,2
DH40 25,5 28,4 2,9
DH54 25,5 28,4 2,9
DH22 26,9 28,4 1,5
DH33 26,2 28,5 2,3
DH132 27,4 28,5 1,1
DH28 26 28,6 2,6
DH135 27,3 28,7 14
DH35 26,6 28,8 2,2
Mut6519 26,6 28,8 2,2
DH18 26,9 28,8 1,9
DHA48 25,6 28,9 3,3
DH67 26 28,9 2,9
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Tabla 3.5.3. Genotipos ordenados por menor diferencias de temperatura de canopeo (°C)
tomadas en los estados Z73 y Z83 del cultivar Aspen. Se muestran los primeros 15 datos

(menores diferencias)

OH | Puan 2008 (1) | Puan 2008 () | Dif TC

TC (°C) TC(°C) | (°C)2-1
DH123 27 27,5 05
DH132 274 28,5 1,1
DH34 26,8 28,2 1,4
DH135 27,3 28,7 1,4
DH134 27,6 29 1,4
DH22 26,9 28,4 15
DH128 28,3 30,2 1,9
DH18 26,9 28,8 1,9
DH17 27 29 2
DH130 27,8 29,9 2,1
DH38 27 29,1 2,1
DH90 26,1 28,3 2,2
DH35 26,6 28,8 2,2
Mut6519 26,6 28,8 2,2
DH111 26,7 28,9 2,2

De las tablas 3.5.1 y 3.5.2 surge que solamente los DHs 40 y 54 coincidieron como
temperaturas mas bajas en ambas mediciones. Estas lineas tuvieron mayores diferencias entre
una y otra medicion porque en la primera tuvieron mediciones bajas y en la segunda, si bien las
diferencias entre una y otra fueron de 2,9°C, estuvieron muy por debajo del promedio de la
poblacion (30,57 °C). Por tal motivo, el grafico de ranking resulté conveniente para seleccionar
por bajas temperaturas de canopeo en ambas mediciones de un mismo sitio (como en este caso),
como entre ensayos diferentes.

En la figura 3.5.2, se indicé el limite del cuartil de temperaturas mas bajas (38 DHs para
cada medicion), resultando ocho genotipos con las combinaciones mas bajas (Tabla 3.5.4)
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Figura 3.5.2 Combinacion de rankings entre las temperaturas tomadas en el estado Z73 y en el
estado Z83 del cultivar Aspen.
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Tabla 3.5.4 Lista de genotipos que mantuvieron la Temperatura de Canopeo (TC °C) més bajas
en las dos mediciones realizadas en Puan 2008.

Puan 2008 (1 ) Puan 2008 (2 . Dif TC
DH TC (°C)( ) Ranking TC (°C)( ) Ranking (°C) 2-1
DH40 25,5 10 28,4 4 2,9
DH54 25,5 11 28,4 5 2,9
DH48 25,6 15 28,9 14 3,3
DH39 25,7 22 29 19 33
DH41 25,6 16 29,1 23 3,5
DH60 25,3 1 29,3 30 4
DH91 25,3 2 29,4 34 4,1
DH58 25,6 17 29,6 38 4

Las lineas que mantuvieron mas fresco el canopeo son las detalladas en la Tabla 3.5.4. En
la tabla 3.5.5 se muestran el orden que ocuparon dichas lineas en el ranking promedio de

rendimiento y tamafio de los granos (% retenido sobre zaranda 2,5 mm).

Tabla 3.5.5. Ranking de rendimientos y calibres de los genotipos que mantuvieron menor
temperatura de canopeo (ler. cuartil de cada medicion en Puan 2008).

DH O(de_n Orc_ien
Rendimiento| Calibre
41 31 39
39 49 41
54 52 54
60 69 58
91 120 48
58 123 60
40 136 40
48 152 91

Solamente el DH 41 se ubico en el primer cuartil de rendimiento y calibre para toda la
poblacion analizada.

Los histogramas de la Figura 3.5.3 muestran la distribucion de frecuencia de las TC de
todas las lineas y los parentales en dos momentos del ciclo. La temperatura del aire en la primera
medicion fue de 27°C, y en la segunda, de 31,6°C.
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Figura 3.5.3 Temperatura de canopeo registradas en los estados fenoldgicos Z73 (a) y Z83 (b)
del cv. Aspen, en Puan 2008. Las flechas rojas indican la temperatura del aire: 27°C el dia
26/9/2008 y 31,6°C el dia 11/11/2008.

La medicién de TC en el ensayo de Puan 2008, realizada cuando el cultivar Aspen se
encontraba en el estado Z83, se realizd en un momento de alta demanda atmosférica (TA =
31,6°C, 13 Km/hora viento Norte). Algunos de las lineas en estas condiciones tuvieron TC
iguales y mayores a la TA. Se relacionaron estas TC con el promedio del cuartil mas bajo de
calibres, que corresponden a los ensayos con mayor nivel de deficiencia de agua (TA 2 2009, TA
1 2009, TA 2 2008, Puan 2008 y Puan 2009). No se encontrd correlacién entre las TC tomadas
en dichas condiciones y el promedio de calibres de ensayos con fuerte déficit de agua.
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Figura 3.5.4. Relacion entre TC y Calibre (s/z 2,5 mm), estado Z83 en Puan 2008.

La temperatura del aire (TA) en Tres Arroyos 2007 al momento de la medicion fue 28°C,
mientras que en La Dulce 2010 fue 19,3°C. Por lo tanto, en ambos ambientes, todos los
genotipos tuvieron una TC menor a la TA. No se observaron relaciones de TC entre ambas
situaciones, debido probablemente a la forma diferente de las lineas de reaccionar a las
demandas atmosfeéricas.

La figura 3.5.5 muestra otra relacion entre la temperatura de canopeo tomada en Cabildo
2009 (estado Z 83 del cultivar Aspen) y el rendimiento obtenido en Kg/Ha.
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Figura 3.5.5: Relacion entre temperatura de canopeo y rendimiento (kg/ha) en Cabildo 2009

Como se observa en la Figura 3.5.5, la dispersién de rendimientos para una misma TC es
alta, puede ser hasta de 1000 kg/ha para algunas temperaturas registradas. En la tabla 3.5.5 se
promediaron los rendimientos registrados para las TC 25°C, 26°C y 27°C. Entre 25°C y 26°C, la
caida de rendimiento no fue significativa, como tampoco entre 26°C y 27°C. La diferencia fue
significativa entre 25°C y 27°C.

Tabla 3.5.6 Resultados de rendimiento promedio (kg/ha) tomando tres TC como ejemplo

o Rendimiento Desvio Estandar . .
TC(°C) Promedio (Kg/Ha) (Kg/Ha) N p de las diferencias
25 2568 286,93 7
26 2383 228,46 6 0,22142 (25-26)
27 2279 217,96 9 0,078341 (26-27) | 0,02944(25-27)

Otro enfoque que se exploré fue ordenar los promedios de rendimiento y calibre de
mayor a menor, dividiendo los grupos por cuartiles. Dichos promedios se relacionaron con TC
tomadas en diferentes ambientes y momentos. Por ejemplo, la Figura 3.5.6 muestra la relacion
entre la TC tomada en el estado de llenado de grano avanzado (Z 83) en Puan 2008 con los
rendimientos promedio del cuartil mas bajo. El valor de R? obtenido fue 0,046, una baja relacion
que se repitio en todas las relaciones buscadas.
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Figura 3.5.6: Relacion entre temperatura de canopeo tomada en estado Z83 en Puan 2008 y
rendimiento (kg/ha) basado en los promedios del 4to cuartil.
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Los analisis presentados hasta aqui corresponden a temperaturas de canopeo como tales y
no de diferencias con la temperatura del aire (DT, depresion por temperatura), de acuerdo a
Amani et al. (1996), debido a que las temperaturas se tomaron siempre a la misma hora (rango
entre 12.00 y 14.00 horas), sin nubosidad, completando el ensayo, y controlando con sonda de
temperatura en cada inicio de blogue que la temperatura del aire no variara.

De todas maneras, teniendo en cuenta el trabajo de Reynolds et al. (1994), en el que se
relaciono la depresion de temperatura de trigo irrigado con el rendimiento en condiciones de alta
demanda atmosférica, se considerd al ambiente La Dulce 2007 (en el que se registré la TC pero
que no se cuenta con datos de rendimiento por pérdida por granizo) como el ensayo con muy
buena disponibilidad de agua (como si hubiese sido irrigado) y con el mayor valor promedio de
DT (4,68°C), y se lo relacion6 con los rendimientos obtenidos en ensayos con condiciones de
alta demanda atmosférica, sin ser extremas (Cabildo 2008, Puan 2008, promedios de 2310,5
Kg/Ha y 2765,2 Kg/Ha), y con otro ensayo (La Dulce 2008) en el que se obtuvieron los
rendimientos mas altos de toda la red (promedio de 6189,6 Kg/Ha)

La figura 3.5.7 muestra las relaciones comentadas precedentemente, en la que se
observan valores de R? entre 0,01 y 0,035.
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Figura 3.5.7. Relaciones entre Depresion de Temperatura (TC-TA expresadas con signo
positivo) obtenida en el ensayo La Dulce 2007, y rendimientos (Kg/Ha) en los ensayos Cabildo
2008, Puan 2008 y La Dulce 2008.

En un ambiente de alta demanda atmosférica (bajas precipitaciones, TA=31,6 °C y
velocidad de viento de 13 Km/hora, direccion Norte), se midio la TC a todos los DHs y a las
lineas parentales, en el estado fenoldgico Z83 del cultivar Aspen. Esas mediciones se
relacionaron con el tamafio de los granos (calibre sobre zaranda 2,5 mm), dando un valor de R? =
0,04 (Figura 3.5.8)
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Relacion entre Calibre y Depresion por Temperatura
(Puan 2a. medicién 2008)
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Figura 3.5.8. Relacion entre valores de depresion por temperatura (DT, °C) con calibre (%
retenido sobre zaranda 2,5 mm), Puan 2008, al estado fenoldgico Z83 del cv. Aspen.

Finalmente, la Figura 3.5.9 relaciona la DT promedio de todas las mediciones realizadas
con el rendimiento y el calibre promedios. Los valores R? dieron 0,037 y 0,016 respectivamente.
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Figura 3.5.9. Relaciones entre Depresion por Temperatura de Canopeo (DT °C) —promedio de
todos los datos- con Rendimientos promedio (Kg/Ha) y Calibres promedio (% de granos
retenidos sobre zaranda 2,5 mm.).

3.6. Respuesta al fotoperiodo

Las pendientes de respuesta al fotoperiodo, medidas en ensayos realizados en siete fechas de
siembra para este fin (Tres Arroyos, entre 5 de mayo y 7 de agosto de 2009), tuvieron un rango
entre -0,6305 dias/dia (minima pendiente o respuesta) y -0,9793 dias/dia (méaxima pendiente o
respuesta). Las lineas parentales de la poblacion tuvieron pendientes de -0,9096 dias/dia (linea
Mut 6519) y -0,6305 dias/dia (cv. Aspen). Esto significa que el periodo emergencia-floracion,
disminuy6 en mayor medida en la linea Mut 6519 que en el cv. Aspen, a medida que se atraso la
fecha de siembra (mayor fotoperiodo). La Figura 3.6.1 muestra la relacion entre tiempo a
floracién y fecha de siembra de las lineas parentales y de la linea DH 88. Aspen fue el genotipo
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con menor respuesta fotoperiddica, mientras que la linea DH 88 fue la de mayor respuesta (-
0,9793 dias/dia) (Figura 3.6.1).

Respuesta fotoperiddica (Tres Arroyos, Afio 2009)
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Figura 3.6.1: Respuesta al fotoperiodo en la linea Mut 6519 y el cv. Aspen (genotipos
parentales), y del DH 88 (mayor respuesta fotoperiodica) en siete fechas de siembra, Tres
Arroyos 20009.

En la primera fecha, el cv. Aspen fue 14 dias méas precoz que la linea DH 88 (166 dias del
periodo Emergencia — Floracion para DH 88 y 152 dias para cv. Aspen). En cambio, en la tltima
fecha de siembra, Aspen fue 13 dias més tardia que DH 88 (91dias para cv. Aspen, 78 dias para
DH 88 del periodo Emergencia - Floracién).

La figura 3.6.2 corresponde a la distribucion de frecuencias de la respuesta fotoperiddica
de los 152 genotipos. Hubo una mayor frecuencia de lineas con pendientes de fotoperiodo menor
a Mut 6519 (padre de mayor respuesta o pendiente). Esto significa que cv. Aspen aportaria alelos
de menor respuesta fotoperiddica que la linea Mut 6519.
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Figura 3.6.2: Distribucion de frecuencias de la respuesta a fotoperiodo (clases = pendiente de
respuesta en unidad dias/dia) correspondiente a la poblacion completa del cruzamiento Mut 6519
x Aspen, medida en siete fechas de siembra. Eje x indica el centro del rango, por ejemplo 0,66 es
el rango 0,64 — 0,68 dias/dia.

Ordenando las pendientes de respuesta de mayor a menor, y tomando el promedio del
primer cuartil, la correlacién entre pendiente y promedio general de calibre fue r=0,365**
(R?=0,133), mientras que la correlacién con promedio general de rendimiento fue r=-0,065 (ns).
El promedio de calibre general del primer cuartil de respuesta fue 71,8% y el promedio del
cuarto cuartil fue 66,6%. La prueba t que compara ambos grupos de datos dio una probabilidad
asociada menor a 0,00001.

También ordenando los calibres por fecha de floracién, de mayor a menor precocidad, el
primer cuartil dio como fecha de floracion promedio el dia 21 de octubre, mientras que el cuarto
cuartil tuvo una fecha de floracion promedio el dia 6 de noviembre. Los calibres promedios del
primero y cuarto cuartil dieron 71,7% y 66,0%, muy similares a los obtenidos por ordenamiento
de la pendiente de respuesta.

La figura 3.6.3 muestra las relaciones entre las pendientes de respuesta a fotoperiodo y
los tamafios de grano obtenidos en ensayos sembrados en dos fechas de siembra, separadas
aproximadamente en un mes. Los coeficientes de correlacion fueron r=0,471*** y 0,321**
respectivamente.

100 100
90 90
80 80
70 70
60 -
50 -
40
30
20
10

0

y=79,344x- 28,822
60 RZ=0;1035
50
40
30
20
10
0

4 TA 12008 +TA 22008

Tamafio de granos (s/z 2,5 mm)
Tamaiio de granos (s/z 2,5 mm)

05 055 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 095 1

pendiente pendiente

Figura 3.6.3: Relacién entre pendiente de respuesta fotoperiddica y tamafio de grano, obtenida en
dos ensayos realizados en Tres Arroyos 2008, en fechas de siembra 3 de julio (TA 1) y 6 de
agosto (TA 2).

En la figura 3.6.4 se relaciona la nota de ciclo tomada en cada linea (1=lineas con ciclo
mas tardio, 9=lineas con ciclo méas precoz), en el ensayo de Tres Arroyos 2009, sembrado a
principio de julio, con el valor de pendiente de respuesta a fotoperiodo (dias/dia). En la figura se
indican la posicién de las lineas parentales y el DH 88, con el mayor valor de pendiente.
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Figura 3.6.4. Relacion entre longitud de ciclo (calificado de 1 a 9) tomado en el ensayos Tres
Arroyos 2009 12 época de siembra, y la pendiente de respuesta a fotoperiodo (en unidad
dias/dia), obtenida en la serie de ensayos de fecha de siembra en la misma localidad y afio.

La floracion de DH 88 fue registrada el 24/10 (score 7), Mut 6519 el dia 5/11 (score 4) y
Aspen el dia 10/11 (score 3). Teniendo en cuenta que entre DH 88 y Mut 6519 existié una
diferencia de 12 dias, y que esa diferencia en score de ciclo fueron 3 puntos (de 7 a 4), cada
punto representaria una diferencia de 4 dias. Entre Aspen y Mut 6519 la diferencia de fechas de
antesis fue 5 dias, con una diferencia de score de ciclo de 1 punto (4 vs 3).

El DH 16 fue el mas tardio (fecha de antesis 12/11, score 2), mientras que los DHs méas
precoces fueron DHs 66 y 61 (fechas 18 y 20/10 respectivamente, score 9)

Una préactica habitual en mejoramiento, es tomar el ciclo como una nota de campo, ya que
no es posible registrar con exactitud la fecha de floracion en todas las localidades. Esas notas van
de 1 (ciclo muy tardio) a 9 (ciclo muy precoz). Relacionando dichas notas de ciclo (1 a 9) con los
datos de rendimiento del ensayo con mayor potencial (La Dulce 2008, para tener mayor
discriminacion de rendimiento entre los genotipos), en la Figura 3.6.6 se observa, con un valor
de R? = 0,03, una tendencia negativa de rendimiento hacia ciclos més precoces. El mayor
rendimiento, 8609 Kg/Ha, se logré con el unico DH con score 2, el DH 16. Sin embargo, hay
otros DH con rendimientos muy cercanos (8336, 8397 y 8305, DHs 82, 142 y 148
respectivamente) con ciclos de score 5. No es posible, con los ensayos realizados, evaluar como
desciende el rendimiento en funcion del atraso en la fecha de siembra, ya que para ello hubiese
sido necesario realizar diferentes siembras en un mismo ambiente. En este caso, como se explicd
en la seccion de M&M, las siembras se concentraron en los primeros dias de Julio, en todos los
ambientes.
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Los dos DHs mas precoces, (61 y 66), tuvieron rendimientos de 5673 y 5347 Kg/Ha, 52%
menos de rendimiento que el DH 16.
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Figura 3.6.5. Relacion entre ciclo a floracion (1= muy tardio, 9= muy precoz) y rendimiento
(Kg/Ha), en La Dulce 2008.

Con respecto al promedio de rendimiento de todos los ensayos (Figura 3.6.7), los DHs
147 (4135 Kg/Ha, ciclo 6), 16 (4115 Kg/Ha, ciclo 2), 148 (4087 Kg/Ha, ciclo 3) y 82 (4060
Kg/Ha, ciclo 4), tuvieron los maximos rendimientos. La relacion entre rendimientos promedio
con scores de ciclo dio un valor de R? = 0,065.
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Figura 3.6.6. Relacién entre ciclo a floracion (1= muy tardio, 9= muy precoz) y promedio de
rendimiento (Kg/Ha) de todos los ensayos.

En la Figura 3.6.7 se muestran los promedios de rendimientos (considerando todos los
ensayos) obtenidos para cada grupo de scores de ciclo tomados en el campo. La regresion con
funcién logaritmica ajustd mejor a la caida de rendimiento por acortamiento de ciclo que la
funcién lineal (R? = 0,83 vs. R* = 0,75 para la funcién lineal).
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Figura 3.6.7. Relacion entre longitud de ciclo (calificado de 1=tardio a 9=precoz), y promedios
de rendimiento (Kg/Ha) de todos los ensayos, obtenidos para cada nota. El valor dentro de cada
barra es la cantidad de genotipos con cada nota.

Considerando la caida de rendimiento entre los grupos 5 (promedio 3602,3 Kg/Ha), 6
(3496,4 Kg/Ha) y 7 (3365,4 Kg/Ha), y comparando dichos grupos por la cantidad similar de
genotipos que los representan, no existe diferencia estadistica entre los grupos 5y 6 (p=0,1189),
y si existe diferencia entre los grupos 6 y 7 (p=0,0200).

Con respecto al calibre de los granos, en la Figura 3.6.8 se graficaron los promedios de
todos los ensayos para cada grupo de scores de ciclo. De manera inversa a lo observado con
rendimiento, la tendencia se increment6 linealmente a medida que los genotipos eran mas
precoces. Sin embargo, las diferencias de calibre entre los grupos 5, 6 y 7 no fueron
significativas (p = 0,7493 entre grupos 5y 6, y p = 0,0846 entre grupos 6 y 7). Esto estaria
mostrando una relacion inversa entre rendimiento y calibre, clasificando los genotipos por scores
de ciclos.
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Figura 3.6.8. Relacion entre longitud de ciclo (calificado de 1=tardio a 9=precoz), y promedios
de calibres de los granos de todos los ensayos, obtenidos para cada nota. El valor dentro de cada
barra es la cantidad de genotipos con cada nota.

Considerando como ejemplos dos ensayos ambientalmente diferentes (La Dulce 2008 y
Tres Arroyos 12 época 2009), en la Figura 3.6.9 se observa la variabilidad en resultados de
calibre para los ciclos 5, 6 y 7 en ambas situaciones.

40
30

Calibre de los granos en La Dulce 2008, solo para los ciclos 5,6 y 7 Calibre de los granos en Tres Arroyos 1a, 2009, solo para los ciclos 5,6y 7

110 110
— 100 100
[ E
E 90 E 90
u, u,
80 ~ g
3 K
Z 75 < 70
8 * 8
g o ‘ g 50
g @ )
3 50 + 3 50
] ®
L] -]
g g
E] ]
= =
o o

+ S0 GENMIONNSS S

20 20

& ORERe e ¢
* OB SIS &

4 5 6 7 8 4 5 6 7 8
Scores de ciclo: 1=tardio a 9=precoz Scores de ciclo: 1=tardio a 9=precoz

Figura 3.6.9. Variabilidad de calibres para los ciclos 5, 6 y 7, en los ensayos La Dulce 2008 y
Tres Arroyos 1 época 20009.

3.7. Otros métodos de seleccion por resistencia a sequia y estabilidad

Varios indices se han desarrollado para cuantificar la tolerancia al estrés por sequia, por
ejemplo, CD (Blum, 2011), coeficiente de resistencia a sequia = Ys/Yp (rendimiento logrado en
sequia vs. rendimiento sin sequia), DRI (Fischer and Maurer, 1978), indice relativo de sequia =
(Ys/Yp) / (Ys promedio/Yp promedio), este indice relativiza la relacién anterior con el promedio
del ensayo en sequia y sin sequia, y Tolerancia (Rosielle y Hamblin, 1981) = Yp — Ys, entre
otros. Todos ellos benefician a aquellos genotipos de menor rendimiento potencial (es decir, el
rendimiento logrado en condiciones sin estrés), porque la diferencia de rendimiento (y también
de otros caracteres de calidad) se hace menor por el hecho de tener menor rendimiento maximo
comparado con otros. Las siguientes tablas muestran ejemplos de esto ultimo.

La tabla 3.7.1 muestra algunos genotipos con alto Indice Relativo de Sequia (Fischer and
Maurer, 1978), ordenados de mayor a menor hasta el ranking 13 de DRI. El indice fue mayor
cuando las diferencias de rendimiento en las condiciones ensayadas fueron menores. El ranking
es el orden (de 1 a 152, 150 DHs mas los parentales) de rendimiento de mayor a menor.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 103



Tabla 3.7.1. Genotipos con mayor Indice Relativo de Sequia

o Rankin - Rankin .
Genotipo | RENIITIENO | ponimiento | RENAIMIENO | pengimiento| DRI | Re0KINg
Irrigado en estrés

DH 3 5208,7 95 5329,3 45 1,3474 1
DH 11 4875,7 112 4586,7 73 1,2388 2
DH 138 6461,0 58 6063,9 14 1,2360 3
DH 10 6604,8 52 6150,6 11 1,2263 4
DH 98 5791,0 77 5371,7 42 1,2215 5
DH 4 5340,2 89 4943,4 66 1,2190 6
DH 128 7935,6 10 7247,0 1 1,2026 7
DH 44 5779,3 78 5229,4 51 1,1916 8
DH 53 4970,5 106 4451.,4 76 1,1794 9
DH 63 4929,0 110 4403,5 79 1,1765 10
DH 24 72217 36 6444,8 6 1,1752 11
DH 99 3944 .4 147 3519,2 117 1,1750 12
DH 6 6353,2 66 5628,2 30 1,1666 13

En cambio, la tabla 3.7.2 corresponde a los rendimientos de genotipos con menor indice,
ordenados de menor a mayor. Se observa que los indices son bajos cuando la diferencia de
rendimiento es grande. Esto significa que los indices propuestos en la bibliografia, que tienen en
cuenta la diferencia de rendimientos, no estan considerando la potencialidad genética de cada
genotipo, que puede manifestarse en condiciones no limitantes como en aquellas con algin tipo
de déficit. Por ejemplo la linea Mut 6519 tuvo un rendimiento de 7866,3 Kg/Ha en el ensayo
irrigado, y 4894,2 Kg/Ha en condiciones de secano. A los fines de seleccion, resultan
convenientes aquellos genotipos con altos rendimientos en ambas situaciones, lo que se traduce
en un DRI también alto. Es el caso de los DHs 128 (7935,6 y 7247 Kg/Ha con un DRI = 1,2026),

y el DH 24 (7221,7 y 6444,8 Kg/Ha co un DRI = 1,1752)
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Tabla 3.7.2. Genotipos con menor Indice Relativo de Sequia

oo Rankin . Rankin .
Genotipo Re.nd'lmlento Rendimie%to Rendlmlqnto Rendimie?no DRI Ranking
irrigado . en estrés ? DRI
Irrigado en estres

DH 118 3600,9 152 1944,7 152 0,7112 152
DH 41 5162,1 97 2823,5 146 0,7203 151
DH 74 6152,1 69 3448,2 120 0,7381 150
DH 137 5733,0 81 32448 130 0,7454 149
DH 57 5458,3 86 3182,6 133 0,7679 148
DH 19 4934,8 109 2957,5 142 0,7892 147
DH 120 4429,2 130 2667,4 150 0,7931 146
DH 37 47123 123 2912,7 143 0,8140 145
DH 25 4566,3 126 2833,3 145 0,8171 144
Mut 6519 7866,3 12 4894,2 68 0,8193 143
DH 66 47575 120 2971,8 139 0,8226 142
DH 2 4387,9 131 2742,7 148 0,8232 141
DH5 43222 138 2702,3 149 0,8233 140

La figura 3.7.1 muestra la relacion entre rendimientos en el ensayo irrigado y en el
ensayo sin riego con el Indice de Resistencia a Sequia (DRI)
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R*=0,2499

DRI

Figura 3.7.1: Regresiones entre los rendimientos en ensayos con riego (puntos rojos) y sin riego
(puntos azules) con el Indice de Resistencia a Sequia.

Considerando las regresiones lineales por separado, no se encontr6 relacién entre los
rendimientos obtenidos en el ensayo irrigado con el DRI, mientras que el valor de R? entre los
rendimientos sin riego adicional y el DRI fue significativo (R? = 0,231, p < 0,01).

La Figura 3.7.2 muestra que la relacion entre las diferencias de rendimiento entre los dos
ensayos con el DRI fue mucho mas significativa, lo cual es l6gico por la naturaleza matematica
del indice. Pero, lo que demuestra el grafico es que a mayores diferencias de rendimiento el valor
de DRI es menor, ignorando si esa mayor diferencia se debe a una disminucion importante del
rendimiento en condiciones de sequia, o un alto potencial de rendimiento de las lineas en
condiciones de mayor potencial. A partir de un valor aproximado de 1700 kg/ha de diferencia
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entre las dos situaciones, el valor de DRI se encuentra en 0,800, con una leve dispersion dentro
de cada valor de diferencia.
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Figura 3.7.2: Regresion entre las diferencias de rendimiento entre los ensayos con y sin riego con
el Indice de Resistencia a Sequia (DRI)

Como herramienta de seleccion, un método que considera ambos rendimientos
(potencialidad y tolerancia al estrés), ordena cada genotipo de acuerdo a su rendimiento, y a
partir de la conjuncion de rankings en cada situacion, se decide la presion de seleccién a ejercer.
Por ejemplo, en la Tabla 3.7.3 se presenta el ranking de cada genotipo en el ensayo irrigado y sin
riego, ordenados por el ranking de irrigado, y cada integrante del ensayo tiene el correspondiente
ranking en el ensayo sin irrigar. Arbitrariamente se consideran solamente los 30 primeros
genotipos en el ambiente sin limitacion. De esos primeros 30 puestos, en el ensayo con estrés
estan marcadas las posiciones que son menores o iguales a 30, quedando finalmente 19
integrantes que tienen una combinacion “irrigado-estrés” menor o igual a 30.

Tabla 3.7.3. Ranking de genotipos en sitios irrigado y no irrigado
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L Rankin . Rankin
Genotipo Re_nd_lmlento Rendimie?wto Rendlmle;nto Rendimiegrllto DRI
irrigado . en estrés ]
Irrigado en estrés
Aspen 8772,9 1 5639,5 29 0,8465
DH 64 8698,9 2 7090,1 2 1,0733
DH 78 8395,7 3 6535,3 4 1,0251
DH 27 8299,0 4 6123,1 13 0,9716
DH 31 8177,9 5 6926,0 3 1,1153
DH 68 8128,6 6 5822,0 23 0,9432
DH 39 8026,3 7 5605,9 32 0,9198
DH 77 8014,1 8 5651,0 28 0,9286
DH 8 8002,4 9 5982,6 16 0,9845
DH 128 7935,6 10 7247,0 1 1,2026
DH 126 7933,1 11 6292,0 7 1,0445
Mut 6519 7866,3 12 4894,2 68 0,8193
DH 145 7863,9 13 5857,2 20 0,9809
DH 143 7863,2 14 6163,5 10 1,0322
DH 46 7809,9 15 5831,3 22 0,9833
DH 7 7786,2 16 5529,2 35 0,9352
DH 85 7767,2 17 6143,3 12 1,0416
DH 22 7761,6 18 4999,5 63 0,8483
DH 149 7673,9 19 5157,3 57 0,8850
DH 48 7673,7 20 5900,5 19 1,0126
DH 49 7651,0 21 5413,9 41 0,9318
DH 73 7637,1 22 5328,0 46 0,9187
DH 72 7572,2 23 6283,1 8 1,0927
DH 90 7564,1 24 6470,8 5 1,1266
DH 36 7550,3 25 49725 65 0,8673
DH 131 7526,6 26 5779,1 24 1,0112
DH 135 7416,1 27 6036,9 15 1,0720
DH 86 7382,7 28 5454,0 38 0,9729
DH 14 7372,2 29 5417,1 40 0,9677
DH 117 7359,4 30 5347,0 44 0,9568

La figura 3.7.3 es otra forma de ver los resultados anteriores. La particularidad que tiene
esta figura comparada con otras, donde los ejes son ambientes que tienen entre si una menor
correlacion, es la clara asociacion que existe entre los rendimientos de las dos situaciones.
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Figura 3.7.3 Ranking de rendimientos de todos los genotipos ensayados en secano e irrigacion.
Se indica la posicion del cv. Aspen y de la linea Mut 6519.

De este método surge que hay 19 combinaciones de maximos rendimientos de los
ensayos con Y sin riego. La tabla 3.7.4 muestra la lista de genotipos que corresponden a dicha
combinacion.

Tabla 3.7.4. Combinaciones de maximos rendimientos en ensayos con y sin riego adicional

- Rankin - Rankin
Genotipo Re_nd_lmlento Rendimie%to Rendlmlgnto Rendimiegr]lto DRI
|rr|gad0 . en estres ;
Irrigado en estres
Aspen 8772,9 1 5639,5 29 0,8465
DH 64 8698,9 2 7090,1 2 1,0733
DH 78 8395,7 3 6535,3 4 1,0251
DH 27 8299,0 4 6123,1 13 0,9716
DH 31 8177,9 5 6926,0 3 1,1153
DH 68 8128,6 6 5822,0 23 0,9432
DH 77 8014,1 8 5651,0 28 0,9286
DH 8 8002,4 9 5982,6 16 0,9845
DH 128 7935,6 10 7247,0 1 1,2026
DH 126 7933,1 11 6292,0 7 1,0445
DH 145 7863,9 13 5857,2 20 0,9809
DH 143 7863,2 14 6163,5 10 1,0322
DH 46 7809,9 15 5831,3 22 0,9833
DH 85 7767,2 17 6143,3 12 1,0416
DH 48 7673,7 20 5900,5 19 1,0126
DH 72 7572,2 23 6283,1 8 1,0927
DH 90 7564,1 24 6470,8 5 1,1266
DH 131 7526,6 26 5779,1 24 1,0112
DH 135 7416,1 27 6036,9 15 1,0720
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Considerando las combinaciones de maximos rendimientos y maximos Indices de
Resistencia a Sequia, se observa que tomando los primeros 30 rankings (30 es un ndmero
arbitrario de presion de seleccion), solamente 4 genotipos se ubican en el primer cuadrante. Ellos
son DH 128, DH 90, DH 31 y DH 72, que légicamente también se ubican en el primer cuadrante
en el grafico de la Figura 3.7.3.
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Figura 3.7.4 Ranking de rendimientos y del Indice de Resistencia a Sequia (DRI) de todos los
genotipos ensayados en secano e irrigacion.

Cuatro genotipos sobre 152 representa un porcentaje de seleccion de 2,63%, valor
extremadamente exigente teniendo en cuenta la cantidad de caracteres agronémicos y de calidad
que hay que tener en cuenta en la seleccion global. Un total de 19 genotipos sobre 152 (Figura
3.7.3 y Tabla 3.7.4) resulta ser el 12,5% de seleccion, presion de seleccion mas l6gico en un
programa de mejoramiento, aunque dicho valor depende del criterio del mejorador y por ello, es
arbitrario.

Para obtener la misma cantidad de genotipos seleccionados sobre 152, habria que tomar
hasta el ranking 30 de rendimiento en ensayo irrigado, y hasta el ranking 110 de DRI. Con este
criterio, de los 19 genotipos seleccionados en el grafico anterior, los DHs 86 y 14 quedan afuera
de dicha seleccion, ocupando los lugares 38 y 40 del ranking en el ensayo sin riego (Tabla 3.7.5).
Esto representa un 89,5% de coincidencia entre los dos criterios, por lo que pueden considerarse
casi equivalentes.
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Tabla 3.7.5. Combinaciones de maximos rendimientos e Indice de Resistencia a Sequia (DRI) en

ensayos con Y sin riego adicional.

_— Ranking - Ranking .

Genotipo Ri??;;ﬁgto Rend_imiento Reerllqd;;rg:peér;to Rendimignto DRI RaSIR()llng
Irrigado en estres

DH 128 7935,6 10 72470 1 1,2026 7
DH 90 7564,1 24 6470,8 5 1,1266 21
DH 31 8177,9 5 6926,0 3 1,1153 24
DH 72 7572,2 23 6283,1 8 1,0927 30
DH 64 8698,9 2 7090,1 2 1,0733 36
DH 135 7416,1 27 6036,9 15 1,0720 37
DH 126 7933,1 11 6292,0 7 1,0445 50
DH 85 7767,2 17 6143,3 12 1,0416 53
DH 143 7863,2 14 6163,5 10 1,0322 60
DH 78 8395,7 3 6535,3 4 1,0251 64
DH 48 7673,7 20 5900,5 19 1,0126 68
DH 131 7526,6 26 5779,1 24 1,0112 69
DH8 8002,4 9 5982,6 16 0,9845 82
DH 46 7809,9 15 5831,3 22 0,9833 85
DH 145 7863,9 13 5857,2 20 0,9809 88
DH 86 7382,7 28 5454,0 38 0,9729 95
DH 27 8299,0 4 6123,1 15 0,9716 96
DH 14 7372,2 29 54171 40 0,9677 99
DH 68 8128,6 6 5822,0 23 0,9432 110

La figura 3.7.5 muestra un ejemplo de baja correlacion, realizado entre un ambiente con

déficit (Puan 2008) y con otro de alto potencial (La Dulce 2008).
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Figura 3.7.5 Ranking de rendimientos de todos los genotipos ensayados en los ambientes Puan
2010 y La Dulce 2008. Se indica la posicion del cv. Aspen y de la linea Mut 6519.

Para solucionar la situacion de baja correlacion de resultados entre ambientes, los
enfoques para la seleccion por tolerancia a sequia podrian ser los siguientes:

A) Ensayos con irrigacion y en secano en los momentos claves de definicion de
rendimiento y tamafio de los granos. Este método tiene la ventaja de neutralizar el
efecto de otras variables ambientales y las interacciones que estas generan con las
disponibilidades de agua.

B) Ensayos en ambientes de alta y baja calidad ambiental, luego promediar los
resultados obtenidos en los cuartiles superior e inferior y graficar.
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Figura 3.7.6. Tamafio de granos (%), promedio del primer cuartil (barras azules) vs. promedio
del cuarto cuartil (barras rojas).

La figura 3.7.6 representa un ejemplo de esta metodologia realizada con 30 genotipos.
Con la excepcion del DH 7 que no alcanzo la especificacién comercial de 85% (segin Normas
de Calidad y Comercializacién de Cebada, Resolucion 446/2007, B.O. 31.303 Primera Seccion,
14/12/2007), todos los genotipos superaron dicho requerimiento, hecho esperable en ambientes
con bajo o nulo nivel de limitacion. Lo relevante en este caso es la capacidad de seleccionar los
genotipos con mayor calibre, ain sin alcanzar la especificacion, en situaciones extremas como
las registradas en este grupo de ambientes (Puan 2008 y 2009, Tres Arroyos 2008 y 2009).

C) Seleccidon en base al método de Finlay y Wilkinson (1963) utilizando como variable
independiente el promedio de rendimientos o calibres de un nimero elevado de
genotipos en un ambiente (indice ambiental), que describe indirectamente la
complejidad natural de los ambientes, sin la dificultad de definir o analizar las
interacciones de los factores edaficos y estacionales, y como variable independiente,
el rendimiento o calibre promedios de cada linea en cada uno de los ambientes. El
valor R? da una idea de la estabilidad a través de todos los ambientes. Si los
rendimientos o calibres se encuentran sobre la linea de regresién, indican una
adaptabilidad general.
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Figura 3.7.7. Relacion entre los calibres promedio en cada ambiente y el calibre de cada genotipo
(Método de Finlay y Wilkinson, 1963)

Para ejemplificar este método, en la Figura 3.7.7 se observan las lineas de regresion entre
los calibres promedio de cada ambiente y los calibres de Aspen, Mut 6519 y DH 122. El menor
valor R? encontrado corresponde a Aspen (0,78) y el mayor a DH 122 (0,875), que demuestra asf
una mayor estabilidad a través de todos los ambientes, segin lo indicado por el método. El
grafico muestra que todos los genotipos llegaron a valores similares de calibre ante altos valores
del indice ambiental, es decir, no habria una verdadera seleccion por tamafio de grano en este
tipo de ambientes, solamente los habria en aquellos con restricciones moderadas a altas. Con
respecto a rendimiento (Kg/Ha), la linea DH 122 ocupa en promedio el ranking 82 (ranking de
Aspen = 25, ranking de Mut 6519 = 126), mientras que las pendientes en relacion al indice
ambiental fueron 1,271 para Aspen, R* = 0,88; 1,010 para Mut 6519, R? = 0,91; y 0,941 para
DH 122, R?= 0,85), es decir, mostrando mayor estabilidad para rendimiento comparado con las
lineas parentales y con un rendimiento promedio intermedio entre Aspen y Mut 6519. De todas
maneras, esta es una informacion adicional que no define la seleccién final, ya que para dicha
seleccidn se tienen en cuenta, ademas de los comportamientos potenciales y la estabilidad frente
a diferentes condiciones, todos los atributos combinados para desarrollar variedades con las
mejores caracteristicas posibles, como resistancias a enfermedades, vuelco, y todos los caracteres
de calidad, también considerando estabilidad frente a diferentes condiciones ambientales. Este
ejemplo toma solamente el caracter “calibre” (% de granos retenidos sobre una zaranda de 2,5
mm), sin desestimar los demas atributos agronomicos y de calidad. Sin duda, una linea que
muestra inestabilidad en calibre, o que muestra estabilidad, pero no manifiesta un rendimiento
que supere los testigos, deberia ser inmediatamente descartada.

D) Ordenar los rendimientos y calibres de cada linea de mayor a menor y dividir la
secuencia en cuatro cuartiles, tomando en cuenta el promedio del primero y del
ultimo cuartil. Esos dos puntos determinan una recta, permitiendo comparar las rectas
de cada uno de los genotipos de la serie de ensayos, en términos de estabilidad
(pendientes de la rectas) y de ordenada al origen (indicativo de mayores rendimientos,
calibres o cualquier otro caracter en ambientes de menor calidad, Figura 3.7.8). Este
es el método llamado de “estabilidad no paramétrico”, utilizado en el Instituto de
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Genética “Ewald A. Favret” en la década de 1980 (Hugo Savio, comunicacion
personal, método no publicado) y utilizado en el Programa de Mejoramiento de
Cerveceria y Malteria Quilmes S.A. desde la misma década y actualmente en uso.
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Figura 3.7.8 Método no paramétrico del Instituto de Genética “Ewald A. Favret” como estimador
de la estabilidad de los genotipos a traves de los ambientes

En este ejemplo, a los genotipos considerados en el método anterior se agreg6 el DH 79
que seria mas estable debido a una menor pendiente de la recta, y al tener un mejor calibre
promedio en los ambientes de menor calidad. Con respecto a rendimiento (kg/ha), esta linea tuvo
una pendiente de 1,045 (R? = 0,96), demostrando mayor inestabilidad que la linea DH 122 y que
Mut 6519. Teniendo en cuenta que en el ranking de rendimiento promedio estuvo en la posicién
81, casi identico al DH 122, si se considerara solamente estos dos atributos (rendimiento
promedio y estabilidad), el DH 122 seria seleccionado y el DH 79 seria eliminado. Si se
incluyera en la decision la estabilidad de calibre, DH 79 seria el seleccionado. Pero nuevamente,
a estas informaciones hay que agregar los resultados de todos los caracteres evaluados, para la
seleccion global. Estos graficos y la inclusion de pocas lineas sirven como ejemplos de
metodologia de seleccidn, no significando una decision final de resultado de seleccion.

E) Método de estabilidad basado en la regresion entre el logyo de los promedios de
rendimiento y el log;o de la varianza de cada genotipo (Doring et al., 2015). La figura
3.7.9 muestra la regresion entre los logip de los promedios y las varianzas de los
calibres. Se observa que a medida que los promedios de calibres aumentan, disminuye
la varianza. Esto significa que a mayores calibres promedio, la variabilidad entre
ambientes es menor, aspecto relacionado directamente con la estabilidad del caracter.
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Figura 3.7.9 Método de estabilidad basado en los logaritmos decimales de los promedios y

varianzas de calibre.

Tomando los mismos ejemplos que en los métodos anteriores (Finlay y Wilkinson y no
paramétrico), los valores de log;o de promedios y varianza de calibres se detallan en la Tabla

3.7.6.

Tabla 3.7.6. Valores de log;o de promedios y varianzas de calibre de las lineas parentales Aspen
y Mut 6519 y de los DH 79y 122.

Genotipo | Logy Promedio | Log i, Varianza | Orden Calibre |Orden Varianza
DH 79 1,914421105 2,375106212 1 1
DH 122 1,878905609 2,582348045 2 2

Mut 6519 1,837860784 2,678184847 3 3
Aspen 1,790514791 2,85196255 4 4

El orden de ambas variables utilizadas en este método es igual al método no parameétrico,
es decir, DH 79 como el promedio de calibre mas alto y la varianza mas baja, mientras que para
el cv. Aspen resulta lo contrario. Con respecto al método de Finlay y Wilkinson, los valores de
pendiente y R? de cada linea de regresion se encuentran en la tabla 3.7.7.
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Tabla 3.7.7. Valores de pendiente de la regresion y el coeficiente R? entre el indice ambiental y
los valores de calibre de las lineas parentales Aspen y Mut 6519 y de los DH 79 y 122,

Genotipo Pendiente R? Orden Pendiente Orden Ajuste
DH 79 0,5829 0,7221 1 1
DH 122 0,8148 0,8757 2 3

Mut 6519 0,9151 0,8859 3 4
Aspen 1,0486 0,7795 4 2

El orden de las pendientes (de mas baja a méas alta) es el mismo que los dados en los
métodos no paramétrico y logaritmico.

Para el caso de rendimientos, el método logaritmico muestra graficamente que las
varianzas se incrementan a medida que aumenta el rendimiento promedio (Figura 3.7.10).
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Figura 3.7.10. Método de estabilidad basado en los logaritmos decimales de los promedios y
varianzas de calibre. El rectdngulo de linea punteada indica la zona del grafico de mayor
rendimiento y mayor varianza.

La Tabla 3.7.8 muestra los valores de log;o de promedios y varianzas de rendimiento de
cuatro ejemplos, en la que se observa que Aspen fue el genotipo de mayor rendimiento y también
mayor varianza, mientras que el parental Mut 6519 tuvo el rendimiento promedio mas bajo y una
varianza menor que Aspen.
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Tabla 3.7.8. Valores de log;o de promedios y varianzas de calibre de las lineas parentales Aspen
y Mut 6519 y de los DH 79y 122.

Genotipo Prt?r?el&io Vlz;:’)igrlloza Rer%??neignto Vgrri(:l?lr;a
DH 79 3,5357353 6,37047761 3 3

DH 122 3,53558027 6,33096625 2 1

Mut 6519 | 3,50928706 6,36260254 4 2
Aspen 3,57190631 6,57773615 1 4

La figura 3.7.11 representa la relacion de rankings de logaritmos de base 10 del promedio de
rendimiento y de la varianza. Como en la figura 3.7.7 se observa que a mayor rendimiento
(ranking mas bajo) las varianzas son mayores (mayor concentracion de puntos en los rankings de

varianza mas altas).
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Figura 3.7.11. Relacion entre los rankings de Logl0 de los promedios de rendimiento con las

varianzas.

Desde el punto de vista de la seleccion, considerando solamente rendimiento, los
genotipos seleccionados entre los 152 del total de la poblacion serian los DHs 97, 127 y 138, por

mayor rendimiento (se fijo hasta el orden 30) y menor varianza (hasta el orden 80).

Tabla 3.7.9. Resultado de la seleccion de rendimientos basadas en el método de logaritmos.

log10 loq10
DH promedio ranking J ranking
- varianza
rendimiento
97 3,59814482 7 6,35661292 78
127 3,5730698 24 6,29025194 31
138 3,56812265 30 6,34170777 67
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La figura 3.7.12 representa la relacién de rankings de logaritmos de base 10 del promedio de
calibre (% de granos retenidos sobre zaranda de 2,5 mm) y de la varianza. Se observa que a
mayor calibre (ranking méas bajo) las varianzas son menores (mayor concentracion de puntos en
los rankings de varianza mas bajas), siendo esto contrario a lo que ocurre con rendimiento.
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Figura 3.7.12. Relacién entre los rankings de Log10 de los promedios de calibre (s/z 2,5 mm)

con las varianzas.

En este caso, se tomé como ejemplo de seleccion los 30 DHs que tuvieron mayor
porcentaje de calibre, y solamente 10 DHs con los valores de varianza méas bajos. La tabla 3.7.10
muestra el resultado de ese criterio de seleccion, observando que los DHs 79 y 122 se
encontrarian seleccionados también por este método, no asi la variedad Aspen y la linea Mut

6519.
Tabla 3.7.10. Resultado de la seleccién de calibres (s/z 2,5 mm) basada en el método de
logaritmos.
log10
DH pron%edio ranking V;??alnga ranking
calibre
79 1,91442111 1 2,37510621 1
51 1,89754318 5 2,48315896 2
52 1,89889254 4 2,49472271 3
125 1,89670312 6 2,52810864 4
26 1,90476393 2 2,53772226 6
82 1,89091496 9 2,5514135 7
23 1,89654652 7 2,57405802 8
56 1,89969382 3 2,57825972 9
122 1,87890561 20 2,58234804 10
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Estos métodos y criterios de seleccion se complementan con el resto de los caracteres
(resistencias, calidad), en sucesivos ciclos de eleccion y descarte hasta llegar al resultado final.

Ejemplificando solamente con rendimiento y calibre, las mejores combinaciones de
rendimiento y estabilidad (menor nivel de varianza) fueron las correspondientes a los DHs 97,
138 y 127. Para calibre, el DH 127 tuvo un orden de calibre de 84 y de 113 de varianza. Dichos
valores son muy altos para que este DH sea seleccionado, a pesar del buen nivel y estabilidad de
rendimiento. EI DH 138 en cambio, estuvo en los puestos 39 y 20 de promedio y varianza de
calibre, valores muy convenientes desde el punto de vista de la seleccion (Tabla 3.7.11)

Tabla 3.7.11. Resultado de la seleccion de calibres (s/z 2,5 mm) basada en el método de
logaritmos, posterior a la seleccion por rendimiento (Kg/Ha).

logl0
DH promedio ranking
calibre
138 1,86277142 39 2,63248077 20
97 1,86616915 34 2,76051382 71

log10

h ranking
varianza

3.8. Discusion

La disponibilidad de agua es reconocida como uno de los factores mas limitantes en las
regiones mediterraneas. En muchas éareas, las lluvias se distribuyen de manera inadecuada y
heterogénea durante la estacién de crecimiento (Vahamidisa et al., 2017). Los ambientes
explorados en esta tesis tienen dichas caracteristicas. Como respuesta al déficit hidrico, en las
plantas se desencadenan varios procesos fisiologicos (Chaves et al., 2009). Desde un punto de
vista agronomico, el estrés por sequia que ocurre durante la etapa reproductiva (temprana y
tardia) puede reducir el rendimiento por el efecto que ejerce en sus componentes (Saini y
Westgate, 2000). Ademas, desde el punto de vista industrial, la sequia puede afectar los
caracteres de calidad, como por ejemplo, el tamafio de los granos y el nivel de proteina
(Bertholdsson, 1999). Se ha demostrado que el estrés por sequia durante el periodo de llenado de
los granos causa un efecto negativo en el peso y en el tamafio de los mismos, en principio debido
a una reduccion en la duracion de la fase de llenado (Savin y Nicolas, 1999), y probablemente
también por una tasa de llenado menor (Gonzaélez et al., 2008). En los gréficos de temperatura de
suelo de cada ensayo (irrigado y no irrigado) de las Figuras 3.3.3.4 y 3.3.3.5 se observa una
mayor temperatura en el sector no irrigado. Desde el estado Zadocks 3.0 (momento en el que se
detuvo el riego en el sector no irrigado), el rango de temperaturas a 7” (17,7 cm) de profundidad
en el sector no irrigado estuvo entre 18°C y 23,4 °C, mientras que en el sector irrigado, el rango
fue 17°C a 22,3°C. Si bien no hubo medicion de temperatura de canopeo en estos ensayos, cabria
esperar que un suelo que tiene una mayor temperatura sea componente de un ambiente general
mas calido. Sin embargo, pese a un mayor estrés (medido por un potencial agua del suelo mas
negativo) y a una posible mayor temperatura del cultivo, lo que podria haber reducido el periodo
de llenado por acumulacion mas rapida de la suma térmica de la fase, se observd que los
promedios de calibre de la poblacion no tuvieron diferencias significativas (promedios de
93,12% y 93,25%, p=0,695). Esto podria deberse a la diferencia de rendimiento entre los ensayos
irrigado y no irrigado (promedios de 5965 y 4530 kg/ha, p < 0,000), al tener una cantidad menor
de granos para llenar (31,7% menos de granos en el ensayo no irrigado con respecto al irrigado),
es probable que los recursos del ambiente hayan alcanzado para un llenado normal.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 119



Garcia del Moral et al. (1995) y Arisnabarreta y Miralles (2008) concluyeron que en el
periodo pre-antesis se determinan, por un lado, una gran proporcion del numero de espigas por
unidad de superficie, y por otro, la cantidad de granos por espiga. Estos dos componentes, que
juntos determinan el numero total de granos por unidad de superficie, y el peso de los mismos,
son la base del rendimiento en cebada y otros cereales. Peso y tamafio de los granos es
determinado fundamentalmente durante el periodo post-antesis (Ugarte et al., 2007). Calderini et
al. (1999, 2001) determinaron que las temperaturas en pre-antesis y el tamafio de los carpelos en
trigo pueden modificar el peso final de los granos mientras que las temperaturas promedio y
maximas en post-antesis no explicaron el peso final.

En la iniciacion floral el meristema apical comienza la diferenciacion de estructuras
florales hasta que se alcanza el nimero méaximo de primordios (estado Zadocks 3.0). De alli en
mas, algunas de las espiguillas iniciadas no progresan suficientemente para producir una
espiguilla fértil, proceso conocido como “aborto de espiguillas”. De ambos procesos, iniciacion
floral y aborto de espiguillas, el Gltimo parece resultar mas relevante que el primero en
determinar el nimero final de granos por espiga (Garcia del Moral et al., 2002).

Grashoff y D'Antuono (1997) sometieron un cultivo de cebada a sombreados durante
diferentes etapas. De todos los tratamientos realizados, el tratamiento S3 (inicio de encafiazon a
espigazon) redujo significativamente el ndmero de granos por unidad de superficie,
principalmente porque hubo 35% menos de granos por espiga. Garcia del Moral et al. (1991)
encontr6 que la pérdida de primordios de flores desde primordio de lemma hasta antesis fue del
28% en genotipos de ciclo medio y 26% en genotipos precoces y esta proporcion estuvo
condicionada por factores ambientales. La competencia por fotosintatos entre el crecimiento de
las estructuras florales y el tallo produjo aborto de primordios de espiguillas (Garcia del Moral et
al., 2002).

Basado en los resultados anteriores, parece claro que el componente de rendimiento mas
afectado en el ensayo no irrigado fue el nimero de granos por unidad de superficie, teniendo en
cuenta que hasta el estado Z3.0 ambos ensayos tuvieron el mismo tratamiento de agua (reserva
en el suelo y precipitaciones), y que el tamafio de los granos no mostro diferencia entre estas dos
situaciones.

La importancia de este tipo de ensayos radica en que permite evaluar en forma mas clara
la influencia de la disponibilidad de agua sobre los genotipos. Dicha disponibilidad resulta ser la
Unica variable ambiental, ya que el suelo y las demas variables climaticas son iguales para ambas
situaciones. En los ensayos descriptos en las Tablas 3.3.4 y 3.4.4, las correlaciones de resultados
de rendimiento y calibre entre los ambientes fueron bajas a muy bajas, incluso cuando dichas
correlaciones se calcularon con los datos de ambientes ubicados en los mismos cuartiles (Dr.
Gustavo Slafer, sugerencia y aporte personal). Quizés esa falta de correlacion se deba a que los
estreses no son del mismo tipo, es decir, que en un determinado sitio podria haber estrés por
sequia, mientras que en otros sitios el estrés por sequia podria estar potenciado por temperaturas
mas altas, por ejemplo.

Los valores de correlaciones entre los ensayos irrigado y no irrigado fueron altos: 0,892
(R?=0,795) para rendimiento y 0,673 (R?*=0,453) para calibre. Sin embargo, se observa que hay
un 20% para rendimiento y un 55% para calibre que no fue explicado por el potencial de los
genotipos (suponiendo que dicho potencial se lograra para las condiciones de suelo y clima en el
ensayo irrigado). Dentro de ese porcentaje no explicado se encuentra el error experimental y
quizas la interaccion cultivar*disponibilidad de agua, dados por la manera en que el estrés podria
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afectar en mas o en menos a cada genotipo, por ejemplo, por diferencias de ciclo (incluso
pequefas).

Esta situacion podria ser la base de la explicacion de la baja correlacion entre ambientes.
Si aun en situaciones donde solo los genotipos y la disponibilidad de agua son las variables fijas,
se encontraron proporciones de la varianza que no dependen de la variable irrigacion, resultaria
l6gico pensar que el cambio de ambiente (sitio/afio) trajo aparejadas otras variables fuera de
control.

Una cuestion que en general pretende orientar el mejoramiento de las especies para
situaciones de estrés es el tipo de ambiente donde realizar la seleccion. Los sitios sin estrés
muestran los genotipos que tienen mayor rendimiento y calidad potencial. Los sitios con estrés,
los que resisten esas situaciones, dando rendimientos y calidades aceptables. En ambientes
mediterraneos, como ocurre en una parte muy importante de la zona de produccién de cebada de
Argentina, son necesarios los cultivares que puedan resistir situaciones de estrés pero que a su
vez expresen alto rendimiento cuando las condiciones ambientales son favorables.

Varios trabajos sugieren que el rendimiento, en ambientes limitados en agua, fue
determinado principalmente por el potencial inherente de rendimiento. Esto puede explicarse
considerando que los objetivos principales de seleccion (alto indice de cosecha en trigo y cebada,
“stay green” en maiz y sorgo, resistencia a plagas y enfermedades, eficiencia de uso de
nitrégeno, entre otros), son igualmente beneficiosos en condiciones tanto secas como humedas y,
a menudo, los mejores comportamientos por estos caracteres sobrepasan las diferencias debido a
la adaptabilidad a la sequia. De todas maneras, hay ejemplos donde la seleccion por resistencia a
estrés fue efectiva en mejorar rendimiento en ambientes limitados (Bénziger et al., 1999;
Morgan, 2000). Los progresos adicionales dependeran de la introduccion de caracteres que
mejoren la tolerancia a sequia en genotipos de alto rendimiento, reduciendo asi la brecha entre el
méaximo potencial y el obtenido en ambientes secos. Esta meta podria ser alcanzada por la
identificacion y la subsecuente manipulacion de genes relacionados con la tolerancia, que puedan
ser incorporados mediante seleccidn asistida y/o transformacion.

En un ambiente mediterraneo tipico, los afios con una buena disponibilidad hidrica
alternan con afios en los cuales ocurren sequias terminales, como asi también, afios con sequia
temprana durante el crecimiento vegetativo y floracion, como se coment6 anteriormente para las
zonas de produccion de cebada de Argentina. En condiciones de sequia moderada, caracterizadas
por rendimientos de cebada de 2 a 5 tn/ha, la seleccidn por rendimiento frecuentemente conduce
a mejoras de rendimiento en condiciones de estrés (Araus et al., 2002). En estos casos los
mejoradores seleccionan plantas caracterizadas por alto rendimiento y alta estabilidad, atribuido
esto Gltimo a una minima interaccion genotipo-ambiente (G*A). Esto implica que los caracteres
gue maximizan productividad, normalmente expresados en ausencia de estrés, pueden también
sostener una mejora significativa de rendimiento bajo condiciones moderadas de sequia (Slafer
et al., 2005; Tambussi et al., 2005). Un ejemplo es el éxito de variedades de trigo y arroz
mejorados en CIMMYT vy IRRI, donde mediante la seleccion en ambientes libres de estrés se
identificaron genotipos con alto rendimiento en un amplio rango de condiciones, incluyendo
regiones con bajo potencial (Trethowan et al., 2002). La razén fundamental de esta estrategia
esta sostenida por varios estudios donde el rendimiento de grandes conjuntos de cultivares fueron
evaluados en campos paralelos bajo regimenes de agua diferentes, posibilitando asi la
comparacion directa del comportamiento en condiciones de sequia e irrigado. Cuando 89
genotipos de cebada, representando una muestra del germoplasma desarrollado en Europa,
fueron evaluados en el sur de Italia en condiciones de riego y secano, se identificaron ocho
genotipos con alto potencial y minima interaccion G*A. Ellos estuvieron entre los mejores en
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tratamientos irrigados y no irrigados y, aunque con rendimientos considerablemente menores en
ausencia de irrigacion suplementaria, sus rendimientos fueron superiores en todas las
condiciones ensayadas (Rizza et al., 2004). Las viejas variedades se caracterizaron por bajos
rendimientos en condiciones de secano y por una minima habilidad de incrementar el
rendimiento cuando el agua estaba disponible. Por otra parte, los cultivares modernos mostraron
rendimientos mas altos en secano y fuertes incrementos en respuesta a la irrigacion. Se encontrd
una correlacion altamente significativa (r = 0,73***) entre rendimientos en condiciones de
secano y de riego (Rizza et al., 2004), sugiriendo que en un ambiente mediterrneo tipico, la
seleccion basada en el rendimiento absoluto de los genotipos a través de los ambientes fue mas
exitoso que la seleccion por el minimo detrimento de rendimiento bajo estrés con respecto a la
condicion favorable.

Notablemente, entre los genotipos con mayor capacidad de rendimiento hubo una gran
predominancia de variedades seleccionadas en regiones usualmente no afectadas por estres,
demostrando que la seleccién hecha en ambientes favorables tiene ademéas un efecto positivo
cuando las plantas son cultivadas en ambientes con estrés. Un experimento incluyendo 46
genotipos de remolacha azucarera, representando diferentes fondos genéticos, realizado en
condiciones de sequia e irrigados, condujeron a resultados similares (Ober et al., 2004). Las
variedades que tuvieron alta capacidad de rendimiento cuando fueron irrigadas, también
rindieron bien en sequia (r = 0,64***), mientras que aquéllas con una minima pérdida de
rendimiento bajo estrés no pertenecieron al grupo de alto rendimiento en ambas condiciones,
irrigado y secano.

La temperatura de canopeo (TC) es una medicién indirecta del estado hidrico del cultivo,
ya gue situaciones de alta demanda atmosférica sin un adecuado abastecimiento de agua a las
raices tiene como consecuencia una elevacion de temperatura de las hojas por cierre estomatico.
En una poblacion de 167 RILS de trigo del cruzamiento Seri x Babax, Olivares et al. (2007)
tomaron TC en condiciones de sequia, en estados vegetativo y reproductivo, antes y después del
mediodia, y encontraron valores de R? entre TC y rendimiento entre 0,61 y 0,68. En esta tesis,
los valores de R? encontrados fueron mucho mas bajos (por ejemplo, R* = 0,0565 en Cabildo
2009, Figura 4.5.5). En el trabajo de Olivares, los rangos de TC en cada medicion fueron bajos,
entre 2°C y 3,5°C. Basado en eso, se tomaron conjuntos de datos de TC de 2°C, por ejemplo, en
el ensayo Puan 2008 de alta demanda atmosférica, y se los relacion6 con el rendimiento y calibre
obtenidos en los genotipos que estuvieron dentro de esos rangos (27 a 29°C, 29 a 31°C, 31 a
33°C), no encontrando relaciones entre ellos. También se analizd por cuartiles (dentro de un
mismo ensayo), dando en el promedio del cuartil mas bajo de TC un promedio de 28,8°C con
2701 Kg/ha de promedio de rendimiento, y en el cuartil de TC maés alto, 32,28°C con 2823
kg/ha, confirmandose asi la falta de relacion entre ambas variables.

Es probable que la TC no guarde relacion con el llenado de granos, ya que aun habiendo
condiciones de cierre estomatico en algunos momentos del dia (las mediciones se hicieron en
horas de mayor demanda atmosférica), el resto de las horas de fotosintesis efectiva haya sido
suficiente como para llenar normalmente los granos. También, en la poblacion se registré una
variabilidad de tamafio de los granos que no dependié solamente de la intensidad de llenado, es
decir, diferencias observadas aun en condiciones no limitantes. Por esta razon, la utilizacion de la
temperatura de canopeo como herramienta de seleccién para rendimiento y calibre, en ambientes
con y sin limitaciones hidricas, parece limitada al menos en las condiciones de ambientes y
poblacién analizados en este trabajo.
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Teniendo en cuenta varios trabajos en los que se relacioné el rendimiento de trigo con la
depresion de temperatura de canopeo (Amani et al, 1996, Reynolds et al., 1994, Fisher et al.,
1998), se realizaron diversas regresiones entre rendimiento y calibre con DT, no encontrandose
relaciones sdlidas que pudiesen explicar las diferencias de resultados debido a esas diferencias.
Observando los resultados y las condiciones ambientales presentadas en dichos trabajos, existen
diferencias ambientales entre las ensayadas por esos autores y las condiciones que se presentaron
en esta tesis. Por ejemplo, en el trabajo de Amani et al (1996), las DT encontradas para trigos
irrigados y en condiciones de alta demanda atmosférica estuvieron entre 5,7 y 7,7°C a las 14.00
horas. En condiciones de buena disponibilidad hidrica, por ejemplo, en el ensayo de La Dulce
2007, la DT promedio fue de 4,63°C, con diferencias entre genotipos de 1,9°C. Es decir, valores
bastante méas bajos que los documentados en los trabajos mencionados. Ademas, en La Dulce la
demanda atmosférica no es tan alta como en ensayos realizados en México. Por otra parte, en un
ambiente de alta demanda (Puan 2008) la DT promedio fue 1,03°C, con diferencias entre
genotipos de 6,2°C entre la mayor y la menor DT, pero en este caso, las condiciones fueron de
muy baja disponibilidad hidrica, condiciones poco comparables a las mencionadas en los
trabajos detallados anteriormente.

Considerando también los trabajos en los que se encontraron correlaciones positivas entre
apertura de estomas o conductividad estomatica con rendimiento de trigo (Fisher et al., 1981,
1998), y que la depresion de temperatura de canopeo estuvo positivamente correlacionada con la
conductividad, se relacionaron las TC del ensayo de Puan 2008 (22. medicién), con el tamafio de
los granos (calibre sobre zaranda 2,5 mm) del cuartil de menores calibres, ya que seria posible
suponer que los genotipos mas sensibles a las condiciones de estrés (manifestado por tener igual
0 mayor TC que la temperatura del aire), tuviesen menor conductividad estomatica y con ello
mayor restriccion a la fotosintesis actual, lo que perjudicaria el llenado de los granos, resultando
calibres mas chicos. Sin embargo, esto no se mostro asi suponiendo que podria haber efectos
compensatorios, por ejemplo, por mayor tasa de llenado durante el periodo de intercambio
gaseoso normal, o un llenado de granos suficiente durante las horas de menor demanda
atmosférica, pero estas especulaciones escapan al objetivo de esta tesis y deberian ser estudiados
con objetivos especificos.

Con respecto a la respuesta a fotoperiodo, se detectaron relaciones entre las pendientes de
respuesta a fotoperiodo y precocidad con calibre, no asi con rendimiento. El grado de asociacién
con calibre fue significativo y por ello podria tomarse en cuenta para ambientes en que el llenado
de los granos seria afectado por limitaciones hidricas terminales. Sin embargo, analizando las
relaciones entre calificacion por ciclo (scores de 1 a 9, tomados por el mejorador de acuerdo a su
criterio), y promediando los rendimientos y tamafios de grano, las relaciones entre estos
caracteres con ciclo fueron mas evidentes, aunque cada grupo de ciclo no tuvo la misma cantidad
de cantidad de genotipos, con lo cual, las conclusiones deberian tomarse con cuidado. En el caso
de la comparacion entre los ciclos 5, 6 y 7, con cantidad similar de genotipos, solamente se
detecto diferencia significativa entre los grupos 6 y 7 (7 es mas precoz que 6) en rendimiento,
pero el resto de las comparaciones fueron no significativas. Existe una alta variabilidad de
resultados para cada grupo (Figura 3.6.10), con lo cual, a los fines de seleccién por rendimiento
y calibre, el ciclo evaluado en fechas de siembra Optimas y la respuesta a fotoperiodo, no
resultaron ser efectivas. Ademéas de la conveniencia de ubicar el periodo de llenado en
condiciones de temperaturas templadas, y que la posibilidad que eso ocurra esta dada por el ciclo
a floracion, no solamente las condiciones de post-antesis definen el tamafio y peso de los granos
(Ugarte et al., 2007), sino que también lo hacen las temperaturas en el periodo de pre-antesis y el
tamanio potencial de los carpelos (Calderini et al., 1999, 2001).
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En cebada cervecera, la precocidad es uno de los caracteres que se asocian con tamafios
de grano adecuados para la industria, debido a la velocidad de llenado y que dicho llenado se
realice en condiciones de temperaturas adecuadas para cereales de invierno. La respuesta a
fotoperiodo es uno de los componentes que genera mayor precocidad a partir de una determinada
fecha de siembra. La combinacion de genes Ppd-H1 y Ppd-H2 de respuesta a fotoperiodo
(Laurie, 1994) con genes de precocidad “per se” como Eam 5, eam 7, Eam 1 y otros (Tsuchiya,
1985) condiciona la longitud de ciclo de los cultivares. En esta tesis se observo una interaccion
entre la sensibilidad al fotoperiodo y la fecha de siembra ya que se observd un cruce de
pendientes de respuesta fotoperiodica la que se produjo aproximadamente en una fecha de
siembra posterior al 20 de junio (Figuras 3.6.1 y 3.6.2). De este modo, los genotipos de mayor
respuesta fueron mas precoces a partir de esa fecha. Teniendo en cuenta que las fechas de
siembra de los ensayos se concentraron en la primera semana de julio, las lineas con mayor
respuesta a fotoperiodo habrian expresado mayor precocidad.

Tanto la temperatura de canopeo (TC) como la respuesta a fotoperiodo (RF), si bien
resultan tener un fundamento teoérico que avalaria su relacion con el peso de los granos, en la
practica de seleccion de lineas homocigotas dicha relacion no se observa claramente.
Posiblemente, la causa de esta observacion sea la variabilidad genética generada a partir del
cruzamiento, en la que se expresan no solamente las diferencias en TC y en RF, sino también
aquellas relacionadas con otros caracteres, como por ejemplo, el nimero potencial de granos o el
tamanfo de los carpelos. En la Figura 3.4.3.2 se observa que la regresion entre el ensayo irrigado
y no irrigado dio un coeficiente R=0,45, valor altamente significativo pero que muestra el nivel
de variabilidad que no tiene explicacion en una regresion simple, con el Unico cambio de la
disponibilidad de agua a partir de un determinado momento. Quizaés, si fuese posible aplicar el
corte de riego a todos los genotipos exactamente en el mismo estadio ontogeénico, la relacion de
resultados entre irrigado y no irrigado seria mucho mas alta. Pero tal prueba podria hacerse
solamente con pocos genotipos y con sistemas de riego de aplicacion individual por parcela, que
no es el caso en las condiciones normales de seleccion en el campo.

Aplicando el mismo razonamiento anterior, cuando se toma la TC en un momento
determinado (por ejemplo, en el estado Z83 del cultivar Aspen), la variabilidad de ciclos en la
poblacion podria afectar la relacion entre este caracter y el rendimiento y el peso de los granos,
ya que el impacto de una alta TC seria quizas diferente dependiendo del momento de ocurrencia.
También existe una cuestion, que es el tiempo de ocurrencia de alta TC. En todos los casos, y de
acuerdo a las recomendaciones de uso de la herramienta dada por Blum (2009), la TC se tomé en
horas de maxima demanda atmosférica. Es posible también pensar que fuera de esos periodos, el
llenado de los granos ocurre de manera normal y que el tiempo de menor demanda resulte
suficiente para un llenado adecuado, dando pesos de granos con mayor influencia de otras
caracteristicas del genotipo que de la TC.

La utilizacion de metodos de andlisis de estabilidad tiene como objetivo la seleccion de
genotipos que posean buen rendimiento, tamafio de grano y calidad industrial en condiciones de
sequia (u otros tipos de estreses) como asi también en condiciones de alto potencial. La
observacién gréafica de las variables en ambientes de alto y bajo potencial, y la magnitud en que
los resultados varian a traves de ellos, permite obtener las conclusiones necesarias para una
industria que requiere seguridad de abastecimiento en cantidad y calidad.

Mediante el analisis de datos climaticos, representados en cuatro localidades de una zona
de produccion de cebada de alta importancia estratégica para Argentina (cuatro malterias y dos
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puertos de cereales ubicados en la zona explorada), es facilmente observable la variabilidad de
precipitaciones que existe entre zonas y afios.

Los trabajos de Slafer et al. (2005) y Tambussi et al. (2005) muestran que la seleccion por
alto rendimiento en ambientes sin limitaciones podria resultar beneficiosa también en situacion
de estrés. Siguiendo esa idea, los métodos de estabilidad muestran graficamente, de manera muy
sencilla para seleccionar, los genotipos de mayor potencial en los mejores ambientes y aquellos
que adn en condiciones mas limitantes, penalizan menos su rendimiento. Independientemente de
las razones fisioldgicas de tal comportamiento, lo mas importante es detectar aquellos genotipos
con las caracteristicas mencionadas para producir en zonas donde la variabilidad climética es la
condicion habitual.

Por el contrario, los Indices de Resistencia a Sequia publicados (Blum, 2011; Fischer and
Maurer, 1978; Rosielle y Hamblin, 1981) no se consideran aptos para ser utilizados en las
condiciones de Argentina, ya que estos indices relacionan rendimientos potenciales con aquellos
logrados en condiciones de sequia, favoreciendo aquellos genotipos que tienen menores
rendimientos maximos.

En la seccion de Resultados se mencionaron solamente algunos ejemplos para
rendimiento y tamafio de los granos. Ademas de estos caracteres, estos métodos podrian
aplicarse perfectamente para las determinaciones de calidad, ya que para el abastecimiento de
cebada como materia prima para las industrias de malterias y cervecerias, resulta fundamental el
volumen necesario con un nivel de calidad que sea afectado lo menos posible por condiciones
climaticas adversas.

3.9 Conclusiones

Los cuatro afios de evaluacion en esta tesis, 2008 a 2011, fueron muy diferentes en
cantidad de precipitaciones durante el ciclo del cultivo. Considerando el periodo Julio-
Noviembre de cada afio y en cada localidad, el afio con menor cantidad de lluvias fue 2008,
mientras que el afio mas lluvioso fue 2011. Un patron similar a la distribucion anual se observé
en el mes de Noviembre, mes de desarrollo y llenado de los granos de cebada, mostrando asi la
variabilidad climatica entre sitios y afios que puede ocurrir en la zona de produccion de cebada
cervecera.

El efecto de la variabilidad ambiental se observo por el promedio de rendimientos de la
poblacién de DHs, siendo el maximo en La Dulce 2008 con 6190 Kg/ha y el minimo en Puan
2009 con 885 Kg/ha, y por el tamafio promedio de los granos, con calibres entre 93,5% en Puan
2011y 15,4% en Puan 20009.

En los mejores ambientes, la media de rendimiento de los genotipos parentales se ubico
entre la media de la poblacion de DHs y los rendimientos més altos. Contrariamente en los
ambientes de menor potencial, la media de los parentales se ubicd por debajo de la media de la
poblacion. Esto significa que en los ambientes con mayor limitacion, la media de rendimiento de
la progenie fue superior a la media de cada parental.

En el andlisis der varianza, dentro de cada sitio el factor “afios” aporté mas a la
variabilidad que los factores “genotipo” y “interaccion GxA”.
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Los coeficientes de correlacion entre los rendimientos unitarios de cada sitio
experimental, siendo estadisticamente significativos, fueron bajos como para considerar
similitudes entre ambientes. EI coeficiente r maximo fue 0,582 (La Dulce 2008 con Tres Arroyos
22, época 2010).

Las correlaciones entre promedios de cuartiles ordenados por rendimientos promedio
fueron mas altas que entre ambientes particulares dentro de un mismo cuartil (maximo r = 0,57
entre cuartiles 1y 2, minimo r = 0,19 entre cuartiles 2 y 4), todos estadisticamente significativos.

El calibre promedio de Aspen y Mut 6519 no mostraron diferencias significativas en
ambientes de calibre promedio igual o mayor a 80% (Aspen = 86%, Mut 6519 = 88,4%). En los
ambientes cuyos promedios fueron iguales o menores a 79%, el calibre promedio de Aspen fue
53% y el de Mut 6519 fue 61,8%.

Para calibre y en cada localidad el componente de varianza ‘“afios” aportd mayor
variabilidad que los factores “genotipos” e “interaccion GxA”.

Se detectaron algunas correlaciones altas en calibre entre pares de localidades (Tres
Arroyos 28, época 2008 con Cabildo 2008, r = 0,70, TA208 con Puan 2008, r = 0,82, PU08 con
CABO8, r = 0,77), todas ellas en ambientes con limitaciones de agua.

Los ambientes del cuartil de calibres més bajos corresponden a los afios 2008 y 2009.

En el ensayo irrigado, Aspen fue el genotipo de mayor rendimiento (8772 Kg/Ha),
superando a la otra linea parental (5639 Kg/Ha) y a toda la poblacién derivada del cruzamiento
Mut 6519*Aspen. En secano, Aspen ocupd el ranking 29 (5639 Kg/Ha), superando también en
esta condicidén a Mut 6519, que ocupd el ranking 67 (4894,2 Kg/Ha).

La regresion entre los valores unitarios en el ensayo irrigado (considerando dicho ensayo
como rendimiento potencial para esa condicion suelo/clima y sin limitaciones de agua) y no
irrigado (condicién de déficit hidrico) dio un coeficiente R? = 0,795.

Las correlaciones entre los rendimientos de estos ensayos y todos los ambientes
ensayados de Argentina fueron bajas, con un valor méaximo del coeficiente r = 0,3 (p = 0,000)
entre el ensayo no irrigado y Puan 2009.

Para calibre, los valores promedio de las lineas con irrigacion tuvieron correlaciones muy
bajas con los resultados de los ambientes de Argentina (valor r maximo = 0,28 con Tres Arroyos
12, época 2008, p = 0,001), mientras que en el ensayo no irrigado en el mismo sitio, la Unica
correlacion significativa fue también con TA 1 2008, cuyo valor r = 0,17, p = 0,037)

La regresion entre los valores unitarios en el ensayo irrigado (considerando dicho ensayo
como tamarfio de grano potencial) y no irrigado (condicién de déficit hidrico) dio un coeficiente
R? = 0,45. Es decir, que en dos situaciones cuya unica diferencia ambiental fue la disponibilidad
de agua, existio un 55% de la variacion que no se explica por el tamafio potencial de los granos.

No se observo correlacion entre las mediciones de temperatura de canopeo, realizadas en
un sitio con déficit de precipitaciones (Puan 2008) tomadas en todos los genotipos, en los estados
Z73 y Z83 del cultivar Aspen, mostrando asi las diferencias en reaccion a las demandas
atmosféricas de diferentes estados fenoldgicos, al momento de realizar las lecturas.
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Tampoco se observo correlacion entre las TC tomadas en el mismo estado Z83 del
cultivar Aspen, en dos ambientes sin restriccion de agua (Tres Arroyos 2007 y La Dulce 2010).

Para la poblacion de DHs analizada en el ensayo de Puan 2008, la explicacion del tamafio
de grano por la TC fue baja (R*= 0,04), conclusién légica ya que el tamafio de los granos se
define por otros aspectos ademas de un periodo de llenado mas o menos largo debido a
temperaturas méas bajas o altas. Para otro sitio con déficit de agua (Cabildo 2009) el coeficiente
R? entre TC y rendimiento fue 0,046.

Aspen fue el genotipo con menor respuesta fotoperiodica de todos los participantes
(pendiente -0,6305 dias/dia), mientras que el DH 88 tuvo la mayor respuesta (pendiente -0,9793
dias/dia), mayor incluso que Mut 6519, el parental caracterizado como de alta respuesta a
fotoperiodo (pendiente = -0,9096 dias/dia).

De los 150 DHs de la poblacion, 19 DHs tuvieron pendientes mayores y 131 DHs
tuvieron pendientes menores que Mut 6519, mostrando asi una influencia mayor de Aspen sobre
Mut 6519 en la reduccion de la respuesta a fotoperiodo.

La correlacion entre el primer cuartil de mayores pendientes y el promedio general de
calibre de las lineas de ese grupo fue significativa (r= 0,365**), mientras que con el promedio de
rendimientos fue no significativa (r= 0,065).

El cuartil de mayor respuesta fotoperiddica dio un promedio general de calibre de 71,8%,
mientras que el promedio de calibre de las lineas con la menor respuesta (cuartil de menor
pendiente) fue 66,6%.

En el sitio Tres Arroyos 2008, en dos fechas de siembra separadas 33 dias, las
correlaciones entre pendiente de fotoperiodo y calibre fue 0,471*** y 0,321*** respectivamente.

Se observé una tendencia negativa de rendimientos y positiva de tamafio de los granos
hacia ciclos mas precoces, aunque con valores de R? bajos cuando se relacionaron los
rendimientos de todos los genotipos con el score de ciclo correspondiente. Sin embargo, los
promedios de rendimiento y calibre por grupos de scores de ciclo, dieron valores de R* muy
altos, R? = 0,83 para rendimiento y R? = 0,86 para calibre.

Los indices de resistencia a la sequia (0 a ambientes limitantes en general), no
demostraron ser eficaces para seleccionar simultdneamente por alto potencial de rendimiento en
ambientes sin limitaciones, con los maximos rendimientos posibles en ambientes con
limitaciones.

Los métodos que estiman la estabilidad de los genotipos a través de los ambientes (como
el método de Finlay y Wilkinson, el método no paramétrico, y el método de logaritmos de
rendimientos y varianzas) resultan ser efectivos para seleccionar aquellas lineas con alto
potencial de rendimiento en ambientes favorables, y que a su vez tienen un comportamiento
aceptable en situaciones de déficit, en este caso, de precipitaciones.

Siendo esta la caracteristica de la principal zona de produccion de cebada de Argentina
(variabilidad de precipitaciones entre sitios y afios), la seleccion basada en estabilidad es la
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forma maéas conveniente para desarrollar variedades con mayor seguridad de cosecha y
abastecimiento.
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4. RESULTADOS DE CALIDAD INDUSTRIAL

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de los
materiales, previa enumeracion de las hipdtesis y objetivos expuestos en la Introduccion.

4.1 Hipotesis 2
Las variaciones ambientales generan diferencias de calidad industrial, afectando el
porcentaje de proteina de los granos de cebada, y otros pardmetros de calidad de la malta

obtenida.

Objetivo 1: Evaluar los resultados de calidad industrial en diversas situaciones
ambientales.

Obijetivo 2: Analizar el contenido de proteina del grano y los factores que lo afectan.

Objetivo 3: Evaluar conjuntamente caracteres de calidad aparentemente relacionados, con
el fin de buscar correlaciones que permitan disminuir el nimero de determinaciones analiticas
para seleccionar eficientemente.

4.2 Proteina de Cebada

Los promedios de proteina obtenidos en cada sitio experimental (ambientes) se
encuentran detallados en la Tabla 4.2.1.
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Tabla 4.2.1: Promedios, maximos y minimos de proteina de la poblacion de doble haploides y
sus parentales en cada sitio experimental o ambiente

PROTEINA (% sustancia seca)
Promedio DH | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo
TA 2007 13,1 12,6 13,8 11,4 14,9
TA 12008 14,1 14,5 16,0 11,4 16,3
TA 22008 15,5 14,6 15,8 14,3 17,9
LD 2008 13,7 13,3 14,3 11,6 15,5
Cabildo 2008 12,7 13,1 14,0 10,8 15,4
Puan 2008 15,7 17,1 17,7 14,1 17,7
TA 12009 16,3 17,8 17,9 14,4 19,0
TA 2 2009 16,6 18,1 19,4 14,4 19,4
LD 2009 14,6 14,6 16,3 13,1 17,4
Puan 2009 16,8 18,7 17,6 14,4 19,4
TA1 2010 13,4 11,8 15,8 11,7 15,8
TA 22010 12,6 10,7 13,7 10,4 14,5
LD 2010 12,5 11,7 12,0 11,1 15,3
Cabildo 2010 16,4 15,1 17,3 14,9 18,0
Puan 2010 13,3 14,9 17,1 11,4 17,1
TA 12011 144 13,6 154 114 16,8
LD 2011 13,7 13,4 15,1 11,4 15,2
Puan 2011 10,3 8,4 9,2 8,2 12,3
Promedio General 14,2 14,1 15,5 12,2 16,5

El rango de promedios de proteina obtenidos en los ensayos realizados fue muy amplio,
desde 10,33% a 16,70%. Como ejemplos, los histogramas de la Figura 4.2.1 muestran los
resultados de los dos ambientes extremos (Puan 2009 y Puan 2011) y la posicion de los
genotipos parentales de la poblacion, el cultivar Aspen y la linea Mut 6519. Estos dos genotipos
tuvieron comportamientos diferentes con relacion al resto de las lineas: en el ambiente con
mayor nivel de sequia, las lineas parentales estuvieron a la derecha del histograma (mayor
porcentaje de proteina), mientras que en la situacion de mejor ambiente, dichas lineas se
ubicaron a la izquierda de la distribucion, es decir, que la mayor parte de las lineas de la
poblacién resultaron con mayor nivel de proteina. Este es un comportamiento interesante a la
hora de planificar los cruzamientos y seleccionar las lineas segregantes, es decir, como van a
distribuirse las lineas en funcion del comportamiento de los padres en estos ambientes.
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Figura 4.2.1: Distribucion de frecuencias de Proteina de Cebada en los ensayos Puan 2009 y
Puan 2011. Linea roja cultivar Aspen, linea negra, Mut 6519

La Figura 4.2.2 muestra los promedios mensuales de precipitaciones y temperaturas
medias en los ambientes Puan 2009 y Puan 2011, comparados entre si y con el promedio
historico.
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Figura 4.2.2: Precipitaciones mensuales y temperaturas medias registradas en Puan 2009, Puan
2011 y promedio historico.

Se observa la menor cantidad de precipitaciones de Puan 2009 durante el ciclo del cultivo
(fundamentalmente en noviembre y agosto) como asi también, una anormalidad de temperatura
media en el mes de agosto de 2009. Teniendo en cuenta la relacion inversa entre rendimiento y
proteina, el promedio de rendimiento del ensayo Puan 2011 fue 3130 kg/ha, mientras que en
Puan 2009 fue 881 kg/ka. Las condiciones de cultivo limitantes en Puan 2009 podrian haber
ocasionado un menor crecimiento vegetativo por déficit de agua y un acortamiento de fase por
temperaturas significativamente mayores en el mes de agosto.

En otro par de ambientes contrastantes (La Dulce 2010 y Tres Arroyos 2009-1), se
observo una situacion similar a la comentada anteriormente (Figura 4.1.3).
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Figura 4.2.3: Distribucion de frecuencias de Proteina de Cebada en los ensayos La Dulce 2010 y
Tres Arroyos 2009 12 época de siembra. Linea llena cultivar Aspen, linea punteada, Mut 6519

Teniendo en cuenta la division en cuartiles del caracter “tamano de los granos” (Calibre,
% s/z 2,5 mm) y aplicando dicha division a los promedios de proteina, en la tabla 4.2.2 se
observa que, a excepcion de Cabildo 2010 (primer cuartil), los ambientes cuyos resultados
estuvieron en el cuarto cuartil para tamafio de los granos son los que resultaron también con los
niveles de proteina méas altos, debido a la relacion negativa entre cantidades de almidon y
proteina acumulados (Savin y Aguinaga, 2011). No obstante, la regresion entre calibre y proteina
dentro del cuarto cuartil para calibre, aunque significativa (F = 6,63, p = 0,011) fue muy baja (R?
= 0,042). EIl rendimiento promedio en Cabildo 2010 fue muy bajo, 1296 kg/ha, seguramente
causado por el déficit de precipitaciones registradas en todo el ciclo del cultivo que, a excepcion
del mes de octubre, todos los meses estuvieron por debajo del promedio historico (Figura 3.2.1).
Con un bajo nivel de formacién de biomasa durante el periodo vegetativo y la etapa reproductiva
temprana, es probable que haya quedado nitr6geno disponible en el suelo que se absorbid
tardiamente en el cultivo, siendo los granos su principal destino. Con una menor cantidad de
granos para desarrollar (por bajo rendimiento), es probable también que las precipitaciones de
octubre y noviembre hayan alcanzado para un llenado normal.
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Tabla 4.2.2 Promedios de Proteina en Granos, ordenados y clasificados de acuerdo a los cuartiles
de Tamafo de los granos. Verde: primer cuartil, Amarillo: segundo cuartil, Naranja: tercer
cuartil, Rojo: cuarto cuartil

PROTEINA (% sustancia seca)
promedio
Puan 2011 10,3
LD 2010 12,5
TA 22010 12,6
Cabildo 2008 12,7
TA 2007 13,1
Puén 2010 13,3
TA1 2010 13,4
LD 2008 13,7
LD 2011 13,7
TA 12008 14,1
TA 12011 14,4
LD 2009 14,6

En el caso de La Dulce 2008, que fue el ambiente de mayor rendimiento promedio, fue
clasificado en el segundo cuartil para tamafio de los granos y en el segundo cuartil para proteina,
con un promedio de 13,7% que excede lo establecido como tolerancia en las normas de
comercializacion. La causa de este exceso podria explicarse por dos aspectos, genético y
ambiental. En cuanto al primero, en dicho ambiente el rango de proteina estuvo entre 11,6% y
15,5% (Tabla 4.2.1). El rendimiento explicé el 14% de la variable proteina, es decir, que la
conocida relacién inversa entre rendimiento y proteina también aqui fue estadisticamente
significativa (F=24,38, p=0,0000), pero el rendimiento como tal aportd un nivel muy bajo de
explicacion de la variable proteina (Figura 4.2.4). Sin duda, existirian otros factores que sumados
incrementarian el nivel de explicacion; como ejemplo, en la regresion maltiple x;: rendimiento,
xz: calibre, y: proteina, R?=0,16, F=25,12, p=0,0000, la variable calibre no aporté una proporcion
importante al resultado de proteina. El factor genético deberia tener una influencia grande en la
determinacion del porcentaje de proteina, por caracteres como eficiencia de uso de nitrégeno, o
particion del nitrégeno absorbido con destino a los granos o al resto de la planta (Savin y
Aguinaga, 2011).
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Figura 4.2.4 Relacion entre Rendimiento (kg/ha) y Proteina de los granos (%), en el ambiente La
Dulce 2008

Como factor ambiental, el contenido de materia organica del suelo donde se realiz6 el
ensayo era alto, 4 a 5%, suelos profundos y con buen desarrollo, con alta capacidad de retencion
de agua (Seccidn Suelos de Materiales y Métodos). Ademas, en 2008 se registraron 300 mm de
precipitaciones en el mes de marzo, en junio y julio fueron iguales al promedio historico, y a
partir de agosto hasta la cosecha, las precipitaciones siempre fueron menores al promedio, menos
de 50 mm mensuales. La biomasa generada durante el periodo vegetativo y reproductivo fue
muy alta (por el agua acumulada desde marzo), lo que se tradujo en una gran cantidad de granos
formados (fue el ambiente de mayor rendimiento), aunque las precipitaciones no alcanzaron para
lograr un llenado normal de los granos.

El andlisis de regresion entre Rendimiento (Kg/Ha) y porcentaje de Proteina de la Cebada
por cuartiles fue significativo, con dispersiones grandes para un mismo rendimiento. La Figura
4.2.5 muestra los promedios de las dos variables del primero y cuarto cuartiles. El primer cuartil
(el de mayor rendimiento promedio) estuvo integrado por los ambientes Tres Arroyos 2007, Tres
Arroyos 12 época 2008, La Dulce 2008 y La Dulce 2010. El cuarto cuartil estuvo representado
por los ambientes Cabildo 2008 y 2010 y Puan 2009 y 2010.

Relaciones entre Rendimiento (Kg/Ha) y Proteina (%), considerando Relaciones entre Rendimiento {Kg/Ha) y Proteina (%), considerando
promedios del 1er. y 4to. cuartiles para rendimiento promedios del ler. y 4to. cuartiles para rendimiento
180 18
17,0 17
=
16,0 :
2 o 16
-
a
150 - y ler. cuartil = -0,0003x + 15,003 s y
= 15 =013 - 1 -
ky . R7=0,1244 z \\
E . 20 * ® T
S 140 - nadde. o s 1 e
k] . T g . B Pl ¥
a e+ ol . e a Tamees .
8 130 . vAto. cuartil=-0,0015x+ 17,351 LEX 4 e S 13 Y
X - O
.;.!: R?=0,2692 ." W iree ‘e 2
£ . 2
% 12,0 g 12 y = 29,137x0091
I £ R?=0,7726
11,0 11
10,0 10
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Rendimiento (Kg/Ha) Rendimiento (Kg/Ha)
+ ler. Cuartil de rendimiento = 4to. Cuartil de rendimiento Ambos amblentes Juntos

Figura 4.2.5. Relaciones entre promedios de Rendimiento (Kg/Ha) y Proteina de Cebada (% s/s)
obtenidos del primer y cuarto cuartil para rendimiento.
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Ambas regresiones fueron altamente significativas (F = 21,32 p < 0,0000 para el cuartil 1,
y F = 55,25 p < 0,0000 para el cuartil 4). Si bien los valores F y R? del cuarto cuartil fueron mas
altos que los del primer cuartil, la dispersion de los valores de proteina para un mismo rango de
rendimientos, fueron también mayores en el cuarto cuartil, es decir, la regresion es mas
significativa por la influencia de la pendiente y no por la distancia de los cuadrados medios a la
linea de regresion. En el primer cuartil, considerando el rango 5398,7 — 5454,2 Kg/Ha, alrededor
del promedio 5417,7 Kg/Ha, la dispersion de proteina fue 14,2% - 15,2%. En el cuarto cuartil, en
el rango 1706,4 — 1724,5 Kg/Ha, la dispersion de proteina fue 14,1% - 15,9%, es decir una
dispersion de 1,8% versus 1,0% del primer cuartil. El ajuste de ambos grupos de datos con una
funcion potencial dio un valor de R2 mucho més alto = 0,77.

El anélisis de componentes principales se representa en el H-plot de la Figura 4.2.6. Las
dos primeras componentes explicaron el 42% de la varianza total.
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Figura 4.2.6: Grafico H-plot de Proteina de Cebada, componentes 1y 2.

Se observa que los vectores de Puan 2009 y Puan 2011 se encuentran en posiciones
opuestas entre si, y separados del resto de los ambientes. La segunda componente diferencia 2
grupos de vectores: uno con preponderancia de ambientes del afio 2008 y 2009, y el otro grupo
con preponderancia de los afios 2010 y 2011. Esta distribucion coincide con el ordenamiento de
la Tabla 4.1.2, donde se observa mayor proporcion de valores mas altos de proteina en los afios
2008 y 20009.

Continuando con los ejemplos de los afios 2009 y 2011 en Puan, las lineas parentales de
la poblacion tuvieron resultados muy diferentes en rendimiento, calibre y proteina (Tabla 4.2.3).

Tabla 4.2.3. Resultados de Rendimiento, Calibre y Proteina de Cebada, Puén, afios 2009 y 2011.
Promedios de DH, Aspen y Mut 6519

Puan 2009 Puén 2011
promedio | Aspen | Mut 6519 | promedio | Aspen | Mut 6519
Rendimiento (kg/ha) 881,3 337,2 836,7 3130 3159,4 | 3013,9
Calibre (%) 154 10,8 14,8 93,5 92,1 94,7
Proteina de Cebada (%) 16,8 18,7 17,6 10,3 8,4 9,2
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En las condiciones de Puan 2009, la variedad Aspen fue el parental mas afectado,
demostrado por un rendimiento y calibre menor al promedio y un nivel de proteina mayor al
promedio. Ocurrio lo mismo con la linea Mut 6519, a excepcion de un rendimiento mayor al
promedio de la poblacion.

En Pudn 2011, los niveles de proteina de las lineas parentales fueron menores al
promedio. En las condiciones de Puan 2009 un alto porcentaje de la poblacién mostrd6 menores
niveles de proteina que los parentales. Por el contrario, en Puadn 2011 los parentales tuvieron
menores niveles de proteina comparado con la mayoria de los individuos de la poblacion (Figura
4.2.1). Esta es una observacion que mereceria una investigacion adicional, ya que a los fines
comerciales e industriales, Aspen y Mut 6519 tienen un comportamiento para el contenido de
proteina opuesto a lo que requiere la industria, es decir, mayor porcentaje de proteina en
ambientes con estrés, y menores porcentajes en ambientes sin estrés, pero generando una
progenie con mejores resultados en estos tipos de ambientes.

Tabla 4.2.4. Resultados de Rendimiento, Calibre y Proteina de Cebada, Tres Arroyos-1 2009 y
La Dulce 2010. Promedios de DH, Aspen y Mut 6519

La Dulce 2010 Tres Arroyos 2009-1
promedio | Aspen | Mut 6519 | promedio | Aspen | Mut 6519
Rendimiento (kg/ha) 5568,0 [5584,4| 55254 | 3321,2 |3091,8| 3446,8
Calibre (%) 66,4 71,5 60,0 51,0 49,0 66,5
Proteina de Cebada (%) 12,5 11,7 12,0 16,3 17,8 17,9

En la Tabla 4.2.4 se presentan resultados de dos ambientes contrastantes (Tres Arroyos-1
2009 y La Dulce 2010), donde se observa una tendencia a menor nivel de proteina en los
parentales en el ambiente mas favorable (La Dulce 2010), y un mayor nivel en el ambiente méas
limitante (Tres Arroyos-1 2009). Es notable que en La Dulce 2010, con rendimientos muy
similares entre Aspen, Mut 6519 y el promedio de la poblacion, los porcentajes de proteina de
los parentales estan a la izquierda de la distribucion de frecuencia de la poblacion. Estos
resultados muestran que la conocida relacién inversa entre rendimiento y proteina se cumple
solamente cuando se considera un mismo genotipo en un mismo ambiente, ya que diferentes
genotipos pueden tener diferentes indices de cosecha de nitrogeno (relacion de particion del
nitrégeno que se destina a los granos con relacion al resto de la planta), y asi, con rendimientos
similares, dos genotipos podrian tener diferente contenido de nitrégeno en los granos (Conry,
1997).

La Figura 4.2.7 muestra los valores de rendimientos promedios (y sus desvios) y los
promedios de porcentajes de proteina (y sus desvios) de todos los ambientes. Para una
visualizacion mas clara, se ordenaron de mayor a menor los ambientes por rendimientos
promedio. Se observa que una pendiente negativa de rendimiento, causada por el ordenamiento,
se corresponde con una pendiente positiva de proteina, aunque con un ajuste a la recta de
tendencia relativamente bajo (R? = 0,18)
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Relacion entre Promedios de Rendimiento y Proteina
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Figura 4.2.7. Valores promedios de rendimiento (en kg/ha) y proteina (% sobre sustancia seca)
en cada sitio experimental. Se indica con linea de puntos el valor maximo de tolerancia
comercial de proteina (12,5% s/s), y las lineas de ajuste por minimos cuadrados de cada caracter.

La regresion entre rendimientos promedio y proteinas promedio de todos los ambientes
resulté un valor no significativo (R* = 0,22, p = 0,0633, n = 16).

Finalmente, la Figura 4.2.8 indica el tamafio promedio de los granos (calibre, % sobre
zaranda de 2,5 mm) con el porcentaje de proteina. En este caso, se ordenaron los ambientes por
valores de calibre, de mayor a menor. Al igual que en la figura anterior los signos de las
pendientes son también opuestos, con un ajuste a la recta de proteina de mayor magnitud que
para el caso de rendimiento (R°= 0,35). La regresion entre calibres promedio y proteinas
promedio de todos los ambientes resulté un valor significativo (R?= 0,41, p = 0,0042, n = 18).
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Figura 4.2.8. Valores promedios de calibre de cada sitio experimental (% en peso sobre zaranda
2,5 mm) y el valor promedio de proteina en los mismos sitios (% sobre sustancia seca). Se indica
con linea de puntos el valor maximo de tolerancia comercial de proteina (12,5% s/s) (linea de
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puntos roja), y de calibre (85% s/z 2,5 mm) (linea de puntos negra) y las lineas de ajuste por
minimos cuadrados de cada caracter.

4.3 Humedad a la Salida de Remojo

Registrar la humedad que los granos absorbieron durante la etapa de remojo tiene
importancia por la relacion que existe entre el répido ingreso de agua y la velocidad de
modificacion del endosperma. Claramente existe un efecto genético (no todos los genotipos
absorben la misma cantidad de agua en esta etapa) y otro ambiental (la diferencia de velocidad
de absorcion para un mismo genotipo en diferentes ambientes). Condiciones frescas durante el
crecimiento de los granos tienden a producir endospermas de tipo harinoso, que facilita el
ingreso de agua y la modificacion, mientras que condiciones secas Yy calidas tienden a producir
endospermas con menor proporcion de almiddn (y como consecuencia, mayor de proteina), y por
lo tanto maés vitreos, afectando la velocidad de ingreso de agua (Mac Gregor, 1996). Ademas,
teniendo en cuenta que cada genotipo y ambiente requiere un contenido de humedad diferente
para alcanzar la completa modificacién del endosperma (traducido en el cumplimiento de las
especificaciones de malta), una menor absorcion de agua durante el remojo implica mayor
cantidad de riegos durante la etapa de germinacion para alcanzar el contenido necesario de
humedad.

Los promedios de humedad a la salida de remojo obtenidos en cada sitio experimental se
encuentran detallados en la Tabla 4.3.1

Tabla 4.3.1: Promedios, maximos y minimos de Humedad a la Salida de Remojo (%) en la
poblacion de DH y sus parentales en cada sitio experimental.

HUMEDAD A LA SALIDA DE REMOJO (%)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Méaximo
TA 2007 42,1 43,4 41,7 39,0 45,2
TA 12008 42,3 45,4 41,2 38,0 46,4
LD 2008 40,7 42,7 40,7 36,3 44,2
Cabildo 2008 43,9 44,9 43,1 40,5 47,7
Puan 2008 42,7 45,7 43,7 39,9 47,2
TA1 2010 42,0 43,0 424 39,6 44,2
LD 2010 41,9 41,3 43,2 39,8 45,1
Cabildo 2010 43,8 42,4 44,9 39,4 46,7
Puan 2010 42,0 42,0 43,2 40,0 45,4
TA 12011 43,0 45,1 46,2 36,1 46,3
LD 2011 42,5 42,0 449 40,5 46,1
Puan 2011 43,5 42,6 43,6 42,2 45,8
Promedio General 42,6 43,4 43,2 39,3 45,9

De estos promedios se desprende que situaciones de ambientes contrastantes (Cabildo
2008 y Cabildo 2010) no siempre se reflejan en diferencias de velocidad de absorcion de agua y
que las lineas parentales (Aspen, considerada de mejor calidad industrial y Mut 6519 de menor
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calidad) no tienen un comportamiento que se mantenga a través de los ambientes, es decir,
Aspen absorbié més agua en alguno de los ambientes y Mut 6519 en otros.

La figura 4.3.1 representa los vectores definidos por las componentes principales 1y 2
para este caracter.
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Figura 4.3.1: Grafico H-plot de Humedad a la Salida de Remojo, componentes 1y 2.

Los ambientes La Dulce 2011 y Tres Arroyos 2011 estan muy correlacionados, aunque
con una mayor variabilidad en TA 2011 (vector de mayor longitud sobre la CP 2), también
observada en la tabla 4. 2.1 por los rangos de minimos y maximos.

En la industria de elaboracién de malta es cominmente aceptado que los lotes de cebada
con mayor nivel de proteina manifiestan menor capacidad de absorcién de agua. Este tipo de
afirmaciones de relaciones entre variables, como la relacién rendimiento y proteina, y proteina y
extracto, no tienen en cuenta la variabilidad genotipica y ambiental. La figura 4.3.2 muestra dos
ejemplos de relaciones entre proteina y humedad a la salida de remojo. El primero corresponde a
un ambiente sin déficit de agua (Tres Arroyos 2011), y el segundo, una situacion con sequia
(Tres Arroyos 1 2009).
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Relaciéon entre Proteina de Cebada y Humedad a la
Salidad de Remojo, Tres Arroyos 2011
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Figura 4.3.2.: Relacion entre variables en ambientes contrastantes (Tres Arroyos 2011 y Puan
2008)

En Tres Arroyos 2011 (ambiente sin déficit de agua) no existié relacion entre el agua
absorbida y el porcentaje de proteina de cebada. En Puan 2008, con un valor R? de 0,20, la
pendiente de la regresion es positiva, es decir, que a mayor nivel de proteina hubo mayor
absorcion de agua.

Suponiendo que el tamafio de los granos (calibre) pudiera tener un efecto en el ingreso de
agua, por la diferencia en la superficie de exposicién (granos mas chicos tienen mayor superficie
expuesta por unidad de volumen (superficie especifica), se realizé una regresion multiple con las
variables “proteina” y “calibre” como independientes, y “humedad a la salida de remojo (HSR)”
como dependiente.

En el ambiente Puan 2008 (sequia) todas las regresiones fueron altamente significativas
(p<0,0000), con valores de R?> = 0,21 para la regresién “proteina/HSR), R? = 0,23 para la
regresion “calibre/HSR”, y R%*=0,34 para la regresion “proteina+calibre”/HSR”.
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En Tres Arroyos 2011 (sin déficit) la regresion “proteina/HSR” fue no significativa (p =
0,0785), la regresion “calibre/HSR” dio un R® = 0,095 (p = 0,0001) y la regresién maltiple
“proteina+calibre/HSR” llevo el R? 2 0,103 (p = 0,0003).

Para analizar las relaciones de proteina y calibre con HSR de un mismo genotipo (Aspen
y Mut 6519) en diferentes ambientes, se realizaron las regresiones multiples de estas variables
tomando el promedio de cada sitio. La tabla 4.3.2 muestra los resultados del analisis.

Tabla 4.3.2: Relacion entre Humedad a la Salida de Remojo (y) y promedios de Proteina (x1),
Calibre (x;) de los genotipos Aspen y Muy 6519, en todos los ambientes

R? p ordenada pendiente
al origen
Aspen
proteina (x1) 0,1792 0,1703 39,456 0,2952
calibre (x2) 0,4768 0,0129 45,976 -0,0386
(x1, x2) 0,4818 0,0519
Mut 6519
proteina (x1) 0,0181 0,6763 41,906 0,0891
calibre (x2) 0,0878 0,3497 41,306 0,0254
(x1, x2) 0,1491 0,4834

Para Aspen, la regresion con calibre fue significativa, mientras que para proteina fue no
significativa. Como en los casos anteriores, la pendiente (b) de proteina es positiva, es decir, se
incrementa la HSR con mayores niveles de proteina, mientras que para calibre, la pendiente es
negativa, es decir, los calibres méas bajos dan mayor HSR, lo que coincide con la observacion que
menores tamafios de grano se humectan mas rapidamente. La regresion mudltiple
“proteina+calibre/HSR” no incrementa la explicacion dada solamente por el calibre.

Para Mut 6519, todas las regresiones, simples y multiple, resultaron no significativas.

Se analizaron también las relaciones entre HSR y todas las determinaciones de calidad
industrial de todos los ambientes, encontrandose valores de R? extremadamente bajos que
resultados no significativos. La razén de ello es que en la etapa de germinacion todas las
muestras son corregidas a 45% de humedad, como se explicd en el Capitulo de Materiales y
Métodos. De esa manera, todas las muestras alcanzan el valor de humedad de germinacién
necesaria para desarrollar su calidad potencial.

4.4 Dureza de malta

Esta determinacion se refiere al momento (fuerza x distancia) realizado para moler una
muestra de malta. Es indicativo de la disolucion de la estructura fisica de los granos, compuesta
por paredes celulares y matriz proteica, que deja libre los granulos de almidén para ser
descompuestos por las enzimas amiloliticas, generando azucares fermentables. El proceso de
descomposicion de la estructura se denomina “desagregacion” o “modificacion” del endosperma.
Una muestra de malta con adecuado nivel de modificacion dara valores de dureza bajos (menor a
100 Newtonmetros), mientras que maltas parcialmente modificadas dardn valores de dureza
altos.
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Debido a que la matriz proteica es un componente de la dureza de malta, existe una alta
correlacion entre estos dos componentes. Por lo tanto, en aquellos ambientes que se registraron
valores de proteina altos (mayores a 12%), se registraron también valores altos de dureza.

Los promedios de dureza de malta obtenidos en cada sitio experimental se encuentran
detallados en la Tabla 4.4.1. Se observé variacion ambiental (promedio de los sitios y dispersion
de maximos y minimos) y variacion genética, muy notables incluso entre las lineas parentales.

Tabla 4.4.1: Promedios, maximos y minimos de Dureza de Malta (Nm) de la poblacion de DH y
sus parentales en cada ambiente.

DUREZA DE MALTA (Newtonmetros)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo
TA 2007 118,7 104,4 164,8 91,2 164,8
TA 12008 105,3 96,8 141,8 82,8 145,5
LD 2008 114,5 88,8 153,1 87,8 153,1
Cabildo 2008 105,4 94,4 140,1 76,5 144.6
Puan 2008 117,3 123,4 157,4 98,1 157,4
TA1 2010 135,5 119,5 1444 101,7 176,6
LD 2010 1440 1440 1444 74,9 202,0
Cabildo 2010 156,3 1440 189,6 122,0 198,5
Puan 2010 1279 131,9 194,7 99,7 1947
TA 12011 1145 118,4 157,7 85,0 157,7
LD 2011 119,0 104,9 152,0 92,4 159,5
Puan 2011 99,8 74,2 93,2 63,3 196,1
Promedio General 121,5 112,1 152,8 89,6 170,9

Para interpretar los resultados de dureza en cada sitio experimental, en la Figura 4.4.1 se
observa la distribucion de frecuencia de la poblacion, ubicando la posicion de las lineas
parentales y del promedio. Los colores del cuadro de la izquierda indican el tipo de ambiente
clasificado por tamafio de grano (verde: sin déficit de agua, rojo: alto déficit), y se agrego
ademas el porcentaje de proteina de cebada en cada sitio.

La primera observacion que resalta es que la linea Mut 6519 tiene maxima dureza en casi
todos los sitios, a excepcién de Tres Arroyos 2010, La Dulce 2010 y Puan 2011 donde se ubica
cercana al promedio.

Por el contrario, Aspen da siempre valores de dureza muy inferiores a Mut 6519. La
progenie parece genéticamente mas influenciada por este comportamiento de Aspen, ya que a
excepcion de los sitios mencionados, en todos los demaés las lineas DH tienen valores de dureza
mas bajos que la linea Mut 65109.
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Figura 4.4.1: Distribuciones de frecuencia de Dureza de Malta de todos los sitios experimentales
analizados. Cuadros de color verde: sin déficit de agua, naranja: déficit intermedio alto, amarillo:
déficit intermedio bajo, rojo: alto déficit. El recuadro indica el % promedio de proteina.

Los valores de dureza més altos corresponden al ambiente que tuvo el nivel de proteina
también mas alto: Cabildo 2010. Si bien este sitio no tuvo condiciones de sequia durante el
llenado de los granos, el bajo rendimiento promedio causado por déficit de agua en etapas
tempranas, y quizds la absorciéon tardia del nitrogeno remanente del suelo, ocasiond un
porcentaje de proteina muy alto: promedio de 16,4%.

La figura 4.4.2 muestra las relaciones entre porcentaje de proteina de cebada y dureza de
malta en dos ambientes extremos en cuanto al promedio de proteina.
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Figura 4.4.2: Relaciones entre Proteina de Cebada (% s/s) y Dureza de Malta (en Newtonmetros)
en los ambientes Puan 2011 (10,3% promedio de Proteina) y Cabildo 2010 (16,4% promedio de
Proteina). Regresiones individuales por ambiente y union de los datos de ambos

Si bien la regresion en Cabildo 2010 fue significativa (p = 0,0026) los valores de proteina
explicaron muy poco la variable dureza (R* = 0,06). En Puan 2011, luego de la eliminacién de
cuatro pares de datos por anélisis de outliers (R? original = 0,25), se obtuvo un valor R? = 0,38).
El mismo analisis de outliers realizado en Cabildo llevo a la eliminacion de una cantidad grande
de datos, sin mejorar significativamente la dispersion.

En el andlisis de comparacién de rectas de regresion, el primer paso (hipotesis de
igualdad de varianzas) dio significativo (p = 0,0189). El segundo paso (hipétesis de igualdad de
pendientes) dio también significativo, en el limite de rechazo (p = 0,0451). Se acepta la hipétesis
de igualdad de ecuaciones (p = 0,2189), por lo que ambas poblaciones de datos podrian unirse
para obtener una relacién mas robusta, aunque con el nivel de separacion que ambas poblaciones
tienen, el valor de ajuste alto (R* = 0,84) esta condicionado por muchos puntos influyentes (Fig
4.4.3)

Las 3 rectas de regresion se observan en la Figura 4.4.2., las correspondientes a cada
ambiente, mas la recta que considera todos los datos, es decir, la suma de los datos de Cabildo
2010 y Puan 2011.

La Figura 4.4.3 representa el grafico de componentes principales (CP) para todos los
sitios. La componente 1y 2 explican en conjunto el 49,1% de la variabilidad.
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Figura 4.4.3: Grafico H-plot de Dureza de Malta, componentes 1y 2.

Con el fin de evaluar la posibilidad de trabajar con mega-ambientes a partir de los
resultados del analisis de CP, se tomaron pares de sitios experimentales que se encuentran
altamente correlacionados segln los vectores generados, por ejemplo Tres Arroyos 2007 vy
Cabildo 2008, Tres Arroyos 2008 y Puan 2008, y se realizaron analisis de regresion entre ellos
para calcular el coeficiente de correlacion (Figura 4.4.5)
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Figura 4.4.5 Regresiones entre los sitios Puan 2008 y Tres Arroyos 2008 (R? ajustado = 26,2%),
y entre Cabildo 2008 y Tres Arroyos 2007 (R? ajustado = 28,3%).

Los coeficientes de correlacion (r) entre estos pares de sitios son 0,51 y 0,53, valores que
son coherentes con el &ngulo que forman los vectores del analisis de CP, ya que las dos primeras
componentes explicaron solamente el 49,1% de la variabilidad. La tercera componente explicd
un 9,3% adicional. Esto significa que, a pesar de encontrarse los vectores cercanos en el analisis
del H-plot, un valor r = 0,51 no es suficiente para considerar la seleccion en un ambiente
equivalente a la seleccién en el otro. En la Tabla 4.4.2 se observan los primeros 15 DHs (como
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ejemplos) que tuvieron los menores valores de Dureza de Malta en el ambiente Tres Arroyos
2008. De esos 15 DHs, solamente 6 DHs (indicados en la tabla) estuvieron también dentro de los
15 valores mas bajos en el ambiente Puan 2008 (40%).

Tabla 4.4.2. Valores de Dureza de Malta (en Newtonmetros) en el ensayo Tres Arroyos 2008,
ejemplos de 15 primeros puestos (valores mas bajos de dureza) y la posicién de esos mismos
DHs en el ambiente Puan 2008.

DH Dureza de Malta (Nm) Orden Tres Arroyos 2008 Orden Puan 2008
55 82,8 1 12
58 83,3 2 121
142 85,1 3 56
148 85,6 4 6
82 86,3 5 140
93 86,8 6 141
147 86,8 7 57
97 87,8 8 10
45 88,7 9 7
139 89,5 10 58
41 89,9 11 13
42 91,0 12 16
150 91,9 13 82
143 92,3 14 100
21 92,9 15 15

El promedio de dureza de Malta en Tres Arroyos 2008 fue 105,3 + 10,1 Nm, con un valor
méaximo de 145,5 Nm.

4.5 Extracto

Se define esta determinacion analitica como el total de sustancias solubles que entrega la
malta, a partir de un proceso de maceracion con temperaturas controladas. El extracto contiene
varios tipos de sustancias, entre ellos carbohidratos con diferente grado de complejidad (azucares
simples y dextrinas), aminoacidos, proteinas de bajo, medio y alto peso molecular, sales, y
vitaminas. De todos ellos, el principal componente son los carbohidratos, por ser los compuestos
mayoritarios en el endosperma de cebada (65% en promedio de peso seco), seguido por las
proteinas totales (10% en promedio) (Kreis y Shewry, 1992). Existe una relacion inversa entre
extracto y proteina, ya que proteina y almidon (principal generador del extracto) se encuentran
juntos en el endosperma, al incrementarse el contenido de proteina, se reduce el de almidon. No
obstante, de la misma manera que para el caracter dureza de malta, las relaciones dependen de
factores genéticos y ambientales.

Los promedios de extracto obtenidos en cada sitio experimental se encuentran detallados
enla Tabla4.5.1
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Tabla 4.5.1: Promedios, maximos y minimos de Extracto (%) en la poblacion de DH y sus
parentales en cada sitio experimental.

EXTRACTO (% sustancia seca)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo

TA 12008 76,7 76,6 73,8 72,3 80,5
LD 2008 76,7 80,3 74,6 73,6 80,3
Cabildo 2008 76,1 76,6 74,3 72,4 79,9
Puan 2008 71,6 71,1 68,2 67,7 74,1
TA1 2010 77,7 79,2 75,7 75 80,7
LD 2010 77,5 78,0 77,8 73,4 80

Cabildo 2010 75,0 78,2 71,4 71,3 78,2
Puan 2010 77,5 77,7 72,9 72,9 81,1
TA 12011 78,2 80,5 75,7 74,6 81,4
LD 2011 77,2 80,2 75,3 73,3 80,5
Puan 2011 80,3 83,9 79,8 76,9 83,9
Promedio General 76,8 78,4 74,5 73,0 80,0

En la Figura 4.5.1 se observa el contenido de extracto de las lineas parentales Aspen y
Mut 6519, en funcion del promedio de extracto de cada sitio experimental. Como en el caso del
caracter dureza de malta, la variedad Aspen tuvo una calidad muy superior a la linea Mut 6519,
en todos los ambientes analizados.

Extracto en funcién del extracto promedio de cada ambiente
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Figura 4.5.1 Extracto (%) de las lineas Mut 6519 y Aspen, en funcion del promedio de extracto
de cada sitio experimental. La linea indica la relacion 1 a 1.
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La Tabla 4.5.2 muestra los coeficientes de correlacion entre sitios para Extracto. Dos
pares de sitios (Cabildo 2008 con Puan 2008 y La Dulce 2008 con Cabildo 2010) mostraron los
mayores coeficientes. Teniendo que cuenta que estos coeficientes maximos significan
porcentajes de explicacion entre variables de algo més del 20%, a los fines practicos de seleccion
para mejoramiento, ningun sitio fue buen predictor de otro sitio.

Tabla 4.5.2: Coeficientes de correlacion entre sitios. Variable: Extracto.

TA 2008 LD 2008 CAB 2008  PU 2008 TA 2010 LD 20710 CAB 2010 PU20T0 TA 2017 LD 20711 PU 2011

TA 2008 1

LD 2008 027522579 1

CAB 2008 0,17867394 033535406 1

PU 2008 034437628 041422818 048773558 1

TA 2070 -0,134868468 02415798 030091065 034031212 1

LD 2070 -021737102 0,05504786 0234565 006205013 026708075 1

CAE 2010 026451448 042177573 0,32434514 034235207 023900539 -0,08513206 1

P 2070 015250603 005729179 004626444 017480161 0,16344706 012941902 041730054 1

TA 2071 -0,11424721 030868401 037660347 036580325 023841619 007759696 0,168958119 -0,06154305 1

LD 2071 005723454 022980615 034527081 0,19691795 002299184 002976017 0246392562 -013226895 0,19235445 1

PU 2071 -0,02106029 024949576 02116518 02684545 040357575 016927786 0,32047828 0,18336667 0,129230158  0,06900126 1

En el grafico H-plot de la Figura 4.5.2 se ubicaron los dos pares de sitios que mostraron
mayor nivel de correlacion, comprobandose por el analisis de CP la mayor correlacion entre los
pares de sitios marcados.
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Figura 4.5.2: Grafico H-plot de Extracto, componentes 1y 2.

La figura 4.5.2 corresponde al andlisis H-Plot de extracto de los sitios analizados. Las
componentes 1 y 2 explican el 41% de la variacion total.

Con fines practicos, conviene analizar el grafico H-plot conjuntamente con los
coeficientes de correlacién. Es el caso de los sitios Tres Arroyos 2011 y Puan 2011, los que se
encuentran aparentemente muy correlacionados en el grafico. Sin embargo, el coeficiente r entre
ambos es 0,129. En este caso, la componente 3 separa en direcciones opuestas los dos sitios
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(Tres Arroyos 2011, CP 1 =0,277,CP 2= -0,191, CP 3 = 0,371; Puan 2011, CP 1 = 0,298, CP
2=-0,232, CP 3 =-0,302).

0,377

0,281

frecuencia relativa

0,091

0,00

0,181

Como ejemplo de influencia climética, la figura 4.5.3 representa la distribucion de
frecuencia del mismo sitio experimental (Puan) en dos afios, 2008 y 2011, indicando la posicion
de las lineas parentales y el promedio de la poblacion.

Puan 2011 fue el ensayo con mayor nivel de extracto de toda la red realizada
(80,3%), como asi también, el de mas bajo nivel de proteina promedio (10,3%). Ademas, en ese
ensayo la variedad Aspen tuvo el extracto mas alto de todos los participantes.

Puén 2008 tuvo un nivel de proteina promedio de 15,8%, mientras que el extracto
promedio fue de 71,6%, extremadamente bajo, el menor de toda la red.
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Figura 4.5.3 Distribucién de frecuencias de extracto en los sitios Puan 2008 y 2011. Rojo: Mut
6519, Celeste: Aspen, Negro: promedio de la poblacion.

Los graficos de precipitaciones y temperaturas correspondientes a estas dos situaciones se
encuentran en las Figuras 4.5.4y 4.5.5.
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Figura 4.5.4: Precipitaciones de Puan, afios 2008 y 2011, comparado con el promedio historico.
Barras: precipitaciones totales mensuales, linea roja: promedio historico.
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Figura 4.5.5: Temperaturas medias de Puén, afios 2008 y 2011, comparado con el promedio
historico. Barras: temperaturas medias mensuales, linea: promedio historico.

En los graficos se observa el déficit de precipitaciones en el afio 2008, ocurriendo lluvias
en todos los meses del afio por debajo del promedio histérico, con un marcado déficit en
noviembre, mes en que se produce el llenado de los granos. Ademas, se registro la temperatura
media mensual de dicho mes 3,5 °C superior a la media histdérica. La combinacién de menores
precipitaciones y mayores temperaturas produjo un llenado de los granos acelerado, lo que
motivo el mayor nivel de proteina y menor de almidon.

En cambio, en el afio 2011 las precipitaciones estuvieron cercanas al promedio historico,
a excepcioén del mes se setiembre, que no llovio, y del mes de noviembre, que registré 150 mm
mas de precipitaciones que el promedio historico. La temperatura media mensual de noviembre
fue 0,8 °C superior al promedio. Estas condiciones fueron claves para lograr un mejor balance
entre proteina y almidén, lo que derivo en los niveles de extracto mas altos y la posibilidad de
expresion de la calidad de Aspen como una variedad de calidad superior.

4.6 Viscosidad del mosto

Este caracter se refiere a la viscosidad que tiene el producto de la maceracion de malta en
agua a temperaturas controladas (mosto). Se cuantifica por el tiempo de caida del mosto a través
de un capilar, medido en mPa*seg. Es una determinacion muy importante porque esta
relacionada al tiempo de filtracion en las cervecerias. El limite superior de la especificacion en
casi todas las cervecerias del mundo es 1,55 MiliPascal * Segundo.

Los promedios de viscosidad obtenidos en cada sitio experimental se encuentran
detallados en la Tabla 4.6.1
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Tabla 4.6.1: Promedios, maximos y minimos de Viscosidad de Mosto de la poblacién de DH y
sus parentales en cada sitio experimental.

VISCOSIDAD ( mPa*seg )

promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Mé&ximo
TA 12008 1,5579 1,5110 1,8356 1,4205 1,9662
LD 2008 1,6815 1,5238 1,7523 1,4597 2,1826
Cabildo 2008 1,6969 1,5859 2,0498 1,4858 2,1209
Puan 2008 1,6637 1,6722 1,,7499 1,509 1,7499
TA1 2010 1,6575 1,5757 16114 1,4916 2,1523
LD 2010 1,7032 1,7316 1,9720 1,3851 2,1397
Cabildo 2010 1,5563 1,5151 1,7665 1,4443 1,7665
Puan 2010 1,5861 1,5735 1,7628 1,4492 1,957
TA 12011 1,5262 1,5069 1,5807 1,4284 1,8221
LD 2011 1,5098 1,4786 1,4802 1,4193 1,8073
Puan 2011 1,5606 1,5107 1,5339 1,4463 1,7878
Promedio General 1,6091 1,5623 1,7345 1,4490 1,9502

Las Figuras 4.6.1 y 4.6.2 muestran los resultados de los tres ambientes donde se genero
mayor viscosidad y los dos de menor viscosidad (por debajo de 1,55 Mp*s). El propdsito es
observar las distribuciones de frecuencia, la posicion de las lineas parentales y la relacion de
estos resultados con las condiciones ambientales.
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Figura 4.6.1. Distribucion de frecuencia de la poblacion en los ambientes que generaron mayor
nivel de viscosidad de mosto: La Dulce 2010, La Dulce 2008, Cabildo 2008. Cuadros de color
naranja: déficit intermedio alto, amarillo: déficit intermedio bajo.
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Figura 4.6.2: Precipitaciones mensuales y temperaturas medias mensuales de los sitios La Dulce
2008 y 2010 y Cabildo 2008.

0,371

frecuencia relativa

0,121

Viscosidad La Dulce 2011

E—— R

0,00

T
133 144 15 167 178 18% 200 212 223

frecuencia relativa

0,38 1

0,131

............... Promedio

Viscosidad Tres Arroyos 2011

i

0,00

133 14

156 167 178 185 200 212 22

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
T
4

Figura 4.6.3. Distribucion de frecuencia de la pbblacién en los ambientes que generaron menor
nivel de viscosidad de mosto: La Dulce 2011 y Tres Arroyos 2011. Cuadros de color verde: sin
déficit hidrico.
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Figura 4.6.4: Precipitaciones mensuales y temperaturas medias mensuales de los sitios La Dulce
2011y Tres Arroyos 2011

Comparando los dos conjuntos de ambientes se observa que los sitios que tuvieron
excesos importantes de precipitaciones en el mes de noviembre (200 mm versus 80 mm de
promedio historico), son los que tuvieron viscosidades de mosto mas bajas, incluso con déficit de
[luvia en meses anteriores. El ensayo La Dulce 2010 tuvo precipitaciones en noviembre
superiores al promedio histérico (116 mm versus 79 mm de promedio histérico), no obstante este
sitio se encuentra entre los ensayos que dieron mayor viscosidad, posiblemente por una cantidad
insuficiente de lluvias como para compensar el déficit de meses anteriores. Las temperaturas
medias mensuales no explicaron estas variaciones, ya que en ambos grupos las temperaturas de
noviembre fueron superiores al promedio historico.

La figura 4.6.5 corresponde al analisis H-Plot de viscosidad. Las componentes 1 y 2
explican el 37% de la variacion total. La tabla 4.6.2 muestra los coeficientes de correlacion entre
sitios. El grupo de ambientes con correlaciones mas altas son Tres Arroyos, Cabildo y La Dulce,
todos en el afio 2008. En el grafico H-plot, estos ambientes se encuentran juntos, marcados con
un circulo. El sitio Puan 2008 tiene baja correlacion con los sitios anteriores, y en el H-plot se
separa de esos ambientes por la componente 3 (TA08=0,084; LD08=0,028; CAB08=0,079;
PU08=0,222).
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Figura 4.6.5: Grafico H-plot de Viscosidad, componentes 1y 2.
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Tabla 4.6.2: Coeficientes de correlacién entre sitios. Variable: Viscosidad.

TA 2008

LD 2008 Cabildo 2008 Puan 2008

TA 2010

LD 2010 Cabildo 2010 Puan 2010

TA 2011 LD 2011 Puan 2011

TA 2008 1
LD 2008 0,46502695
Cabildo 2008 04777698
Puan 2008 0,3962605
TA 2010 0.2880455
LD 2010 -0.01926676
Cabildo 2010  0,1670649
Puan 2010 0.12501954
TA 2011 0,13200124
LD 2011 0.05842923
Puan 2011 0183491

1
0,48110129
0.2490812
0.25614475
0.10409468
0.14450802
0.227458194
0.11750658
0.08074156
0.11507462

1
0.34253048
0,19300546
0.04521233
0.24904868
0,19883851
0.22152654
0.01931555
0.12551487

-0.08448822

1
0.,23072982 1
018321856  0,0532417
0,11231854 0,39324516
0,11349651 0,34257391
0,00896161 0,15351505
0.05276689

011827788 0.01417782

1

-0,0315358 1
-0.05258433
011726851
0,14292599
-0.05883972

0.30012278
013474178
0.,14895342
0,13543468

1

0,09570318 1
-0,0724091  0,04587612 1
-0.01766409  0.13102975 0.15160497 1

4.7 B-glucanos

Estos polisacéridos son los principales compuestos de las paredes celulares del
endosperma de cebada. Forman uniones B-1,3 y B-1,4 con moléculas de glucosa, y su mayor
importancia radica en el hecho que una descomposicion incompleta de los mismos (derivando en
B-glucanos de alto peso molecular) lleva a la formacion de geles que causan mostos con alta
viscosidad, causando problemas durante la fase de filtracion. La especificacion de malta para
esta determinacion permite un maximo de 150 partes por millén de B-glucanos de alto peso

molecular.

Los promedios de B-glucanos obtenidos en cada sitio experimental se encuentran
detallados en la Tabla 4.7.1

Tabla 4.7.1: Promedios, maximos y minimos de B-glucanos en la poblacion de DH y sus
parentales en cada sitio experimental.

B-GLUCANOS (ppm)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo
TA 12008 81,4 37 107 21 473
LD 2008 243,3 83 494 28 704
Cabildo 2008 198,7 197 390 23 558
Puan 2008 163,3 208 232 31 348
TA1 2010 408,4 125 520 111 877
LD 2010 514,8 470 593 137 849
Cabildo 2010 408,3 126 614 111 898
Puan 2010 282,8 265 654 63 654
TA 12011 210,3 56 294 27 731
LD 2011 158,4 72 290 45 476
Puan 2011 159,4 51 144 32 615
Promedio General 257,2 153,6 393,8 57,2 653,0

A diferencia de las determinaciones presentadas con anterioridad, para B-glucanos es muy
notable la diferencia de valores entre maximos y minimos (las diferencias son en algunos casos
entre 20 y 30 veces), ademas de las diferencias entre Aspen y la linea Mut 6519.
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En la Figura 4.7.1 se observan los resultados de las lineas parentales con respecto al
promedio de cada sitio. En todos los casos los valores de B-glucanos de Aspen son varias veces
menores a los valores de la linea Mut 6519.

B-glucanos en funcién del promedio de cada ambiente
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Figura 4.7.1: B-glucanos de las lineas Mut 6519 y Aspen, en funcion del promedio de cada sitio
experimental. La linea indica la relacién 1 a 1.

La figura 4.7.2 corresponde a la distribucion de frecuencia de toda la poblacion y a la
posicion de los parentales para los valores de B-glucanos. De los 11 ambientes analizados, Aspen
dio valores menores a 150 ppm en siete casos, mientras que la linea Mut 6519 solamente en dos.

El Gnico ambiente que dio valores promedio por debajo de los 150 ppm fue Tres Arroyos
2008, que también es el Unico caso en que las dos lineas parentales dieron valores menores.
Todos los deméas ambientes, incluso en aquellas situaciones en que no hubo déficit hidrico
durante el ciclo del cultivo, dieron valores altos a muy altos (por ejemplo, La Dulce 2010).

Los ensayos realizados en 2010 dieron los valores més altos, comparados con 2008 y
2011.

Tabla 4.7.2: Temperaturas medias mensuales de noviembre en las localidades ensayadas

Temperaturas medias mes de noviembre °C
promedio 2008 2009 2010 2011
historico
La Dulce 15,9 17,9 14,9 15,3 19,0
Tres Arroyos 16,6 20,8 16,7 16,1 18,7
Cabildo 18,9 22,4 19,0 17,5 20,1
Puan 17,9 22,0 18,0 16,5 19,7
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Analizando las diferencias de precipitaciones y temperaturas medias entre todos los sitios
y afios, se observd que noviembre de 2010 fue el Unico caso en que todas las localidades
registraron temperaturas medias por debajo del promedio (Tabla 4.7.2). Ademas, en 2008, si bien
todas las temperaturas medias de noviembre superaron el promedio histérico, la més baja
registrada (La Dulce 2008) fue la que dio valores mas elevados de B-glucanos (Tabla 4.6.1).
Otros ejemplos, como la comparacion de Puan 2011 (19,7°C, promedio de B-glucanos 159,4
ppm) con Tres Arroyos 2011 (18,7°C, promedio de B-glucanos 210,3 ppm), lleva a concluir que
menores temperaturas durante el mes de llenado de los granos inducirian mayor contenido de B-
glucanos en la malta, quizas por la formacion de paredes celulares con diferente composicién, o
quizas por un proceso enzimatico para disolver esa estructura. Esta observacion merece una
investigacion adicional, debido a la elevada importancia que tiene este caracter para la industria,
ya que no se ha encontrado bibliografia que documente este punto.
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Figura 4.7.2: Distribuciones de frecuencia de B-glucanos de todos los ambientes analizados.
Cuadros de color verde: sin déficit de agua, naranja: déficit intermedio alto, amarillo: déficit
intermedio bajo, rojo: alto déficit.

Teniendo en cuenta que el caracter dureza de malta mide indirectamente la estructura
fisica del endosperma, que las paredes celulares son parte de esa estructura, y que la
descomposicion de las paredes celulares podria originar niveles de B-glucanos elevados o bajos
dependiendo de la capacidad enzimética para descomponerlos, se analizaron regresiones para
determinar la dependencia de B-glucanos a partir del caracter dureza de malta. La figura 4.7.3
muestra dicha relacion, tomando los ambientes La Dulce 2010 y Tres Arroyos 2011 como
ejemplos.
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Figura 4.7.3: Relacion entre dureza de malta y B-glucanos, en los sitios La Dulce 2010 y Tres
Arroyos 2011, y union de los datos de ambos ambientes

El carécter B-glucanos estuvo explicada en un 39% (Tres Arroyos 2011) y en un 33% (La
Dulce 2010) por el caracter dureza de malta.

En el anélisis de comparacion de rectas de regresion de ambas poblaciones se aceptd la
hipétesis de igualdad de varianzas (p = 0,1985), también se aceptd la hipétesis de igualdad de
pendientes (p = 0,5324), y se rechazo la hipotesis de igualdad de rectas (p = 0,000) ya que las
ordenadas al origen son diferentes. De haber podido unir ambas poblaciones, el valor de R? serfa
mucho mas significativo (R? = 0,675, p = 0,0000). Por lo tanto, se unieron ambas poblaciones de
datos para ampliar el rango de exploracion de relaciéon entre dureza de malta y B-glucanos,
obteniendo el valor R? comentado

La Tabla 4.7.3 muestra los coeficientes de correlacion entre dureza de malta (x) y B-
glucanos (y), y el porcentaje de explicacion de la variable x para la variable y, para todos los
sitios analizados

Tabla 4.7.3: Coeficientes de correlacién (r) y de determinacion (R?) de las variables Dureza de
Malta (Newtonmetros) y B-glucanos (ppm).

Sitio r R?
Tres Arroyos 2008 0,333 0,111
La Dulce 2008 0,487 0,238
Cabildo 2008 0,618 0,382
Puan 2008 0,476 0,227
Tres Arroyos 2010 0,646 0,417
La Dulce 2010 0,506 0,256
Cabildo 2010 0,715 0,511
Puén 2010 0,383 0,147
Tres Arroyos 2011 0,631 0,398
La Dulce 2011 0,502 0,252
Puan 2011 0,440 0,194
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Siguiendo con el mismo razonamiento de dependencia de variables, se realizaron analisis de
regresiones multiples, con dureza de malta como variable dependiente (y) con proteina de cebada
(x1) y B-glucanos (x2). La Tabla 4.7.4 muestra los resultados para los sitios Cabildo 2008, La
Dulce 2010 y Puan 2011. En los casos elegidos como ejemplos, se observa que la adicion de la
variable B-glucanos a la variable proteina para explicar el caracter dureza de malta es altamente
significativa, variando el porcentaje de explicacion total entre un 31,7 % y un 68,9 % de la
variable dureza.

Tabla 4.7.4: Regresiones multiples entre Dureza de Malta (y), Proteina de Cebada (x1) y B-
glucanos (x2), para los sitios Cabildo 2008, La Dulce 2010 y Puan 2011.

Sitio R’ F p
CABILDO 2008
Proteina (x1) 0,465 120,589 0,0000
B-glucanos (x2) 0,382 85,888 0,0000
x1 + X2 0,689 152,587 0,0000
LA DULCE 2010
Proteina (x1) 0,306 65,121 0,0000
B-glucanos (x2) 0,256 50,908 0,0000
X1 + x2 0,451 60,293 0,0000
PUAN 2011
Proteina (x1) 0,225 42,963 0,0000
B-glucanos (x2) 0,194 35,511 0,0000
X1 + x2 0,317 34,190 0,0000

Con el fin de analizar la relacion entre B-glucanos (x) y dureza de malta (y) para un
mismo genotipo a través de los ambientes, se realizaron analisis de regresion para las lineas
parentales. La Figura 4.7.4 muestra que el porcentaje de explicacion de la variable x sobre la y
fue 41,6% y 39,2% para Mut 6519 y Aspen, respectivamente. Realizado el anlisis para verificar
si el punto aparentemente influyente en el grafico de Aspen (indicado), el valor q ¢ = 3,40940
para ese dato indica que no es outlier, es decir, que pertenece a la poblacion (p = 0,1015).

Regresién B-glucanos vs Dureza de Malta, Mut 6519 Regresién B-glucanos vs. Dureza de Malta, Aspen
250,0 250,0
R?=0,4158

£ 200,0 E 200,0
H +* ]
g 150,0 * D ;——”’?;(_:’— é 150,0 *
! r + *
S 100,0 * S 100,0 % &
g g *
= =
a a

R?=0,3922

%
o
o

%)
o
[=]

o
[S)
o
o

(=]
o

T T T T T T ! T T T T !
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500
B-glucanos (ppm) B-glucanos (ppm)

Figura 4.7.4: Relacion entre B-glucanos y Dureza de Malta para las lineas Mut 6519 y Aspen, a
través de todos los ambientes.

Ambos ajustes tienen pendientes diferentes lo que confirmaria que hay un efecto
importante del genotipo cuando se inluyen todos los ambientes para cada genotipo
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La relacion entre B-glucanos y dureza de malta promedio de ambientes es mucho mas
significativa, llegando a un coeficiente de determinacion de 0,76.

Regresion B-glucanos vs. Dureza de Malta, Promedios de
todos los ensayos
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Figura 4.7.5: Regresion entre promedios de B-glucanos y Dureza de Malta, para todos los
ambientes analizados.

Por ultimo, se analizé la regresion multiple por genotipo, tomando las lineas parentales y
el promedio de todos los individuos en cada ensayo. Se observé una alta significancia estadistica
cuando se adiciona la variable B-glucanos a la variable proteina como variables predictoras de
dureza de malta, llegando a 58% de explicacion para la variedad Aspen, y a 89 % y 92 % para la
linea Mut 6519 y los promedios de los ensayos.

Tabla 4.7.5: Regresiones mdltiples entre Dureza de Malta (y), Proteina de Cebada (x1) y B-
glucanos (x2), para los genotipos Mut 6519, Aspen, y promedio de todas las lineas de cada
ensayo.

R F p
Mut 6519
Proteina (x1) 0,679 19,039 0,0018
B-glucanos (x2) 0,416 6,406 0,0322
x1 + x2 0,892 32,883 0,0001
Aspen
Proteina (x1) 0,224 2,592 0,1419
B-glucanos (x2) 0,392 5,809 0,0392
x1 + x2 0,579 5,508 0,0313
Promedios
Proteina (x1) 0,212 2,426 0,1538
B-glucanos (x2) 0,757 27,997 0,0005
X1+ x2 0,919 45,545 0,0000
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4.8 Aminodcidos libres (FAN, por su sigla en inglés, Free Amino Nitrogen)

Mediante este caracter se cuantifica la provision de aminoécidos para las células de
levadura, durante la etapa de fermentacion. Depende del nivel de proteina de la cebada, ya que
las proteinas de reserva son el sustrato que proveen los aminodcidos, pero depende
fundamentalmente de la capacidad proteolitica de la cebada durante la etapa de germinacion, ya
que esta actividad enzimética es la encargada de hidrolizar las proteinas para liberar sus
unidades, los amino&cidos.

En la actualidad, la tendencia de requerimiento de las cervecerias indica un minimo de
150 partes por millon de aminoacidos totales, pero dependiendo del tipo de cerveza, del uso o no
de adjuntos, del tipo de adjuntos (jarabe o cereales no malteados), del tipo de levadura, y por
ultimo, de cada marca de cerveza, tal requerimiento minimo es muy variable, llegando a niveles
requeridos de 240 partes por millon.

Los promedios de FAN obtenidos en cada sitio experimental se encuentran detallados en
la Tabla 4.8.1

Tabla 4.8.1: Promedios, méaximos y minimos de Amino&cidos Libres (ppm) de la poblacion de
DH y sus parentales en cada sitio experimental.

AMINOACIDOS LIBRES (ppm)
Promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo
TA 12008 167,1 164,0 82,0 65,0 259,0
LD 2008 1457 136,0 121,0 60,0 226,0
Cabildo 2008 139,6 119,0 99,0 96,0 219,0
Puan 2008 160,1 152,0 127,0 118,0 237,0
TA1 2010 170,6 173,0 135,0 127,0 221,0
LD 2010 1499 137,0 143,0 101,0 195,0
Cabildo 2010 201,7 260,0 180,0 147,0 312,0
Puan 2010 199,2 203,0 149,0 140,0 307,0
TA 12011 200,5 225,0 183,0 133,0 309,0
LD 2011 156,7 170,0 140,0 111,0 213,0
Puan 2011 184,0 161,0 131,0 130,0 248,0
Promedio General 1705 172,7 135,5 111,6 249,6

En la Figura 4.8.1 se observan los resultados de las lineas parentales con respecto al
promedio de cada sitio. Los valores de FAN de Aspen fueron mas elevados que los valores de la
linea Mut 6519 en 10 de 11 sitios experimentales y ambos parentales presentaron menores
valores de FAN que el promedio de la poblacion en la mayoria de los ambientes.
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Figura 4.8.1: Aminoécidos libres de las lineas Mut 6519 y Aspen, en funcién del promedio de
cada sitio experimental. La linea de puntos indica la relacién 1 a 1.

Teniendo en cuenta la dependencia tedrica del contenido de proteina como sustrato para
la formacion de aminoécidos, se analiz6 la relacion entre estas dos variables.

Los porcentajes de explicacion de la variable FAN a partir de la variable Proteina de
Cebada considerando todos los genotipos resultaron muy bajas. Por este motivo, se utilizo la
variable Dureza de Malta como indicador del nivel de modificacion del endosperma, suponiendo
que ello también podria reflejarse en la actividad proteolitica. Se eligieron para la regresion
maltiple las lineas parentales Aspen y Mut 6519 y los promedios de FAN (y) y las variables
Proteina y Dureza de Malta como predictoras (x; y X2). Se observa en la Tabla 4.8.2 que el
agregado de la variable Dureza mejora la explicacion a la variable proteina en los casos de Mut
6519 y Aspen, no asi en los promedios. Sin embargo, dichas relaciones resultaron no
significativas.

Tabla 4.8.2: Regresiones maltiples entre Aminoacidos Libres (y), Proteina de Cebada (x1) y
Dureza de Malta (x2), para los genotipos Mut 6519, Aspen, y promedio de todas las lineas de
cada ambiente.

Variables R? F P
Mut 6519
Proteina (xy) 0,027 0,252 0,6274
Dureza de Malta (x,) 0,208 2,366 0,1584
X1 + Xp 0,346 2,121 0,1824
Aspen
Proteina (x,) 0,077 0,750 0,4090
Dureza de Malta (x,) 0,247 2,958 0,1196
X1+ Xo 0,250 1,331 0,3170
Promedios
Proteina (xy) 0,049 0,461 0,5141
Dureza de Malta (x,) 0,077 0,754 0,4078
X1 + Xo 0,088 0,387 0,6912
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También se compararon situaciones contrastantes de resultados de FAN, en el mismo
sitio y en diferentes afios, por ejemplo Tres Arroyos 2008 (promedio de FAN de 167,1 ppm) y
2011 (promedio de FAN de 200,5 ppm). La Figura 4.8.2 muestra las distribuciones de
frecuencias de los dos ambientes, con ubicacion de las lineas parentales y el promedio de la
poblacion.
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Figura 4.8.2: Distribucion de frecuencias para Aminoacidos Libres en los ambientes Tres
Arroyos 2008 y 2011. Linea Roja: Mut 6519, Azul: Aspen, Verde: promedio de la poblacion.

La tabla 4.8.3 muestra los niveles de proteina de cebada de estos ensayos para las lineas
parentales y el promedio, aunque se vio precedentemente que no existio relacion entre proteina y
FAN.

Tabla 4.8.3: Proteina de Cebada de los ensayos Tres Arroyos 2008 y 2011 de las lineas Mut
6519, Aspen y el promedio de la poblacion.

PROTEINA ENSAYOS TRES ARROYOS (% s.s.)
2008 2011
Mut 6519 16,0 15,4
Aspen 14,5 13,6
Promedio de la poblacion 14,1 14,4

En la Figura 4.8.3 se observan las caracteristicas climaticas de los afios 2008 y 2011 en
Tres Arroyos. Como para otros caracteres de calidad, las diferencias mas notables que existieron
entre estos dos afios fue la mayor temperatura media del mes de noviembre de 2008, un déficit
de precipitaciones en todo el ciclo de cebada en ese afio, mientras que en 2011, el mes de
noviembre tuvo un suministro de precipitaciones que duplico el promedio histérico. Tomando
todos los ambientes del 2008 y los del 2011, con diferencias de precipitaciones similares a las
vistas para Tres Arroyos, el promedio de FAN del 2008 fue 157,7 ppm, mientras que en el 2011
fue 180,4 ppm, concluyendo que quizas un déficit de precipitaciones durante el llenado de los
granos podria resultar en menores niveles de aminoacidos.
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Figura 4.8.3: Precipitaciones (mm) y Temperaturas Medias Mensuales (°C) de los ensayos Tres
Arroyos 2008 y 2011.

La Figura 4.8.4 muestra los 11 ambientes en los que se determind el contenido de
aminoacidos en el mosto. El afio con menor nivel de precipitaciones en el mes de noviembre
(donde ocurri6 el llenado de los granos) fue 2008, y fue también el afio con menor contenido
promedio de aminodcidos. En los afios 2010 y 2011, en los que se registrdé una mayor cantidad de
mm de lluvia en todos los sitios, también se generd un nivel més alto de aminoacidos. En el caso
de Puan, en 2010 las lluvias registradas fueron 86 mm vy el valor de FAN fue de 199,2 partes por
millon, mientras que en 2011 las lluvias fueron 247 mm vy el valor de FAN fue 184 ppm. La
causa de esa inversion a la conclusion anterior pudo haber sido la diferencia del nivel de proteina
(sustrato de los aminoéacidos a partir de la actividad proteolitica) obtenido en 2010 y 2011, que
fue de 13,31% y 10,32% respectivamente. De todas maneras, las lluvias en Puan en noviembre
de 2008 fueron sélo 34 mm, generando 160,1 ppm de aminoacidos con 15,71% de proteina
promedio, mostrando asi que un menor nivel de precipitaciones durante el llenado de los granos
estaria condicionando menores niveles de amino&cidos.
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Figura 4.8.4 Relacion entre lluvias de noviermbre (en mm) y los niveles de aminoéacidos libres
(FAN, en partes por millon), en cada una de las localidades.
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4.9 Indice de Hartong (Vz 45°C)

Este carécter representa el extracto (sustancias solubles) obtenido a partir de una
maceracion de malta en agua a 45°C constante durante 1 hora (EBC, 1998). Fue introducido por
Hartong (1936, 1938), y siendo 45°C la temperatura éptima de las enzimas proteoliticas, durante
muchos afios se asumi6é que la mayor proporcion de sustancias solubles provenia de la
descomposicion proteica, es decir, cadenas polipeptidicas de alto, medio y bajo peso molecular,
hasta aminoacidos.

Los promedios de Vz 45°C obtenidos en cada ambiente se encuentran detallados en la
Tabla4.9.1

Tabla 4.9.1: Promedios, maximos y minimos de Indice de Hartong (%) de la poblacion de DH y
sus parentales en cada ambiente.

Vz 45°C (%)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | Maximo
Cabildo 2008 35,5 28,4 33,2 27,7 45,3
Puan 2008 37,0 33,3 40,3 28,4 50,1
TA1 2010 36,2 44,7 41,2 29,3 49,1
LD 2010 31,0 31,1 36,4 25,1 41,6
Cabildo 2010 43,7 35,7 31,2 31,2 58,0
Puan 2010 46,3 42,0 37,7 35,7 62,9
TA 12011 42,5 38,0 36,3 29,8 64,2
LD 2011 33,1 32,8 31,5 27,1 42,5
Puan 2011 44,2 40,2 37,0 34,7 58,8
Promedio General 38,8 36,2 36,1 29,9 52,5

Es notable que en el sitio La Dulce 2010 y 2011 se observaron los menores valores
promedio de Vz 45°C. En esos mismos afios, en el resto de los sitios (Cabildo, Puan y Tres
Arroyos), se obtuvieron valores aceptables (36,2 %) hasta muy buenos (46,3 %), con patrones de
precipitaciones y temperaturas similares, es decir, sin déficit de precipitaciones y temperaturas
en el promedio historico (2011) o levemente inferior (2010). Las diferencias en proteina entre los
sitios no explica esta caracteristica diferente de La Dulce.

Las relaciones entre el caracter Vz 45 °C y ALA (como indicador de actividad
amilolitica) y FAN (como indicador de actividad protelitica) se observan en las Figuras 4.9.1 y
4.9.2.
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Las regresiones entre VVz 45°C y ALA por ambientes son ain menores a las encontradas
por KeBler et al. (2005), ya que en los casos elegidos como ejemplos (aunque se analizaron todos
los ambientes con resultados similares) los valores de R? fueron 0,04 y 0,027. Uniendo los datos
obtenidos en ambos ambientes, aun con rectas de regresiones diferentes, ampliando asi el rango
explorado de Vz 45°C, la regresion con funcién logaritmica dio un valor R? de 0,24.

Sin embargo, en estos mismos ambientes los valores de R? entre Vz 45 °C y FAN fueron
0,226 y 0,377, superiores a los encontrados en el trabajo mencionado que fue de 0,174. De la
misma forma anterior, la unién de datos de ambos sitios dio un valor de R®> mucho més

significativo, 0,65.
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Figura 4.9.3: Valores de Vz 45 °C de las lineas Mut 6519 y Aspen, en relacion al promedio de
cada ambiente.

La Figura 4.9.3 muestra las posiciones de las lineas Mut 6519 y Aspen con relacion con
el promedio de cada ambiente. A diferencia de otras determinaciones de calidad, se observa que
solamente en un ambiente las dos lineas parentales son superiores al promedio del ensayo, y
Aspen en dos casos mas. Esto significa una descendencia con una distribucion de frecuencia
volcada hacia la derecha de los padres, es decir, mejor que la media de las lineas parentales.

4.10 Atenuacion Limite Aparente

Se denomina asi al porcentaje de azlcares fermentables que contiene un mosto cervecero.
Es la relacion porcentual entre la densidad del mosto, medida luego de la accion de las células de
levadura, con la densidad original. La primera es menor que la segunda, ya que las levaduras
fermentan los azucares y los convierten en CO, y alcohol, causando ambos componentes una
reduccion de la densidad.

El término “atenuacion” se refiere a la reduccion de densidad luego de la fermentacion,
“limite” porque en el andlisis se utiliza una cantidad en exceso de levadura actuando durante 24
horas, condiciones que se consideran suficientes para fermentar todos los azlcares disponibles
(glucosa, maltosa y triosa), y “aparente” porque no hay destilacion del alcohol formado, es decir,
el alcohol mezclado en el mosto disminuye ain mas la densidad.

La especificacion de malta para ALA cubre el rango entre 80% a 82%, con tolerancias
entre 78% y 84%. El motivo de obtener mostos con menor ALA seria una menor actividad
enzimatica amilolitica, lo que causa pérdida de volumen de cerveza. Mostos con valores de ALA
muy elevados originan cervezas con graduaciones alcoholicas mas altas, y disminucion de
cuerpo (caracteristica organoléptica muy importante).
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Los promedios de ALA obtenidos en cada ambiente se encuentran detallados en la Tabla
4.10.1

Tabla 4.10.1: Promedios, maximos y minimos de Atenuacion Limite Aparente (%) de la
poblacion de DH y sus parentales en cada ambiente.

ATENUACION LIMITE APARENTE (%)
promedio | Aspen | Mut 6519 | Minimo | M&ximo
TA 2007 82,7 81,7 82,7 73,3 87,6
TA 2008 84,9 85,0 82,8 81,9 89,1
LD 2008 85,0 85,9 83,3 80,7 90,1
Cabildo 2008 85,2 85,3 83,9 81,8 88,7
Puan 2008 85,5 85,8 84,2 82,8 88,5
TA 2010 83,5 83,5 84,1 77,3 85,9
LD 2010 82,1 83,5 83,0 77,0 85,3
Cabildo 2010 83,1 82,2 83,5 79,9 85,4
Puan 2010 83,7 81,8 84,8 81,0 87,0
TA 2011 84,7 84,5 86,0 78,1 89,6
LD 2011 85,2 83,3 84,4 81,4 88,2
Puan 2011 85,2 84,7 80,2 79,5 89,5
Promedio General 84,3 83,9 83,6 79,6 87,9

Los promedios generales de cada linea parental en todos los sitios fueron muy similares
(83,9 % para Aspen y 83,6 % para Mut 6519). Sin embargo, la Figura 4.9.1 muestra que por
debajo de 84,7%, el valor de Mut 6519 supera a los valores de Aspen en casi todos los
ambientes, mientras que en ambientes con promedios de ALA mayores a 84,7%, Aspen tiene
mayores valores de ALA.

Atenuacién Limite Aparente en funcion del promedio de ALA de cada

88 ambiente
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Figura 4.10.1: Atenuacion Limite Aparente de las lineas Mut 6519 y Aspen, en funcion del
promedio de cada ambiente. La linea indica la relacién 1 a 1.
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De dicha observacion y de la Tabla 4.10.1 surge que en el afio 2008 (donde se produjo el

mayor déficit de precipitaciones durante el ciclo del cultivo) la malta de la variedad Aspen tuvo
mayores valores de atenuacion.

Una diferencia con otros caracteres de calidad medidos, es que el promedio de la

poblacion en cada ambiente se ubica muy cercano al valor de las lineas parentales. En las
determinaciones anteriores, Mut 6519 mostraba calidades notablemente inferiores a la de Aspen.

La figura 4.10.2 compara una Unica localidad (Tres Arroyos) en los cuatro afios evaluados.
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Figura 4.10.2: Distribuciones de frecuencia de Atenuacion Limite Aparente en los

ambientes Tres Arroyos 2007, 2008, 2010 y 2011. Cuadros de color verde: sin déficit de agua,
naranja: déficit intermedio alto, amarillo: déficit intermedio bajo, rojo: alto déficit.
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Basado en la idea de la relacion entre proteina de cebada y sintesis enzimatica, las
Figuras 4.10.3 y 4.10.4 muestran las relaciones entre proteina de cebada y atenuacion, tomando
valores promedio de ensayos, y proteina y atenuacion de Aspen y Mut 6519 respectivamente.
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Figura 4.10.3: Relacién entre Proteina de Cebada y Atenuacidn, valores promedio de ambientes.
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Figura 4.10.4: Relacion entre Proteina de Cebada y Atenuacién, Variedad Aspen y Linea Mut
6519.

En estos ejemplos se establece claramente la falta de relacion entre nivel de proteina y
atenuacion. Analizando de la misma manera con la totalidad de los individuos de la poblacién en

dos ambientes contrastantes, Cabildo 2008 y Puan 2011, se confirma la baja relacion entre estos
dos caracteres (R? = 0,024 y 0,012 respectivamente).

Ademas de las relaciones mencionadas entre atenuacion con proteina y atenuacion con
Vz 45°C, otras relaciones fueron estudiadas con el mismo propoésito: FAN, por su posible
relacién entre cantidad de aminoacidos disponibles para la fermentacion; dureza de malta, por la
posibilidad de contar con mayor almidén disponible; y extracto, por la cantidad de azUcares

como sustrato para fermentar. En todos los casos, los valores de R? fueron extremadamente
bajos.
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4.11 Discusion

El proceso de malteado representa una utilizacion muy importante del cultivo de cebada
para la elaboracion de cerveza (aproximadamente un 20% de la produccién mundial se utiliza
con este fin, ver Introduccion). Los métodos convencionales de analisis para evaluar la aptitud de
las cebadas con fines industriales incluyen el analisis de caracteres de los granos, seguido del
micromalteo y el analisis de los parametros de calidad. Los caracteres de cebada y de calidad de
malta generalmente exhiben variaciéon cuantitativa y estan influenciados por factores genéticos,
ambientales y su interaccion (Han et al., 1997; Mather et al., 1997). Los analisis de malta son
costosos y requieren mucho tiempo de trabajo de laboratorio. Pero sin duda, la mayor
complejidad que existe en la evaluacion de la calidad es la variacion de resultados que se observa
entre ambientes, obligando a la necesidad de ensayar en un nimero grande de ambientes (sitios *
afios), y con esa informacion, emplear métodos de analisis de estabilidad o directamente eliminar
aquellas lineas que muestren menor calidad al ser expuestas a las diferentes condiciones.

En la industria maltero-cervecera existe una opinién generalmente aceptada sobre la
correlacion entre el nivel de proteina de los granos con otros atributos de calidad. Incluso, se
afirma que el porcentaje de proteina de los granos es una especificacion comercial que se
relaciona con muchos de los otros caracteres (Marquez-Cedillo et al., 2000). Si eso fuese
realmente asi, el nivel de proteina seria un carécter ideal para seleccionar indirectamente por
calidad industrial, ya que se analiza sobre los granos sin necesidad de maltear. Sin embargo, la
relacion entre proteina y otros caracteres de calidad es muy baja cuando existe una diversidad
ambiental en sitios y afios (Aguinaga, 2004) y mucho mas baja, cuando hay varios genotipos
involucrados en el analisis.

La importancia del nivel de proteina de los granos en la calidad industrial ha sido
establecida hace muchos afios (Bishop, 1928, 1930, 1934, 1948). También desde una etapa
temprana del conocimiento industrial, Mac Gregor (1996) ampli6 la influencia del contenido
proteico a otros atributos de la calidad de aquellos establecidos por Bishop. Ademéas de la
relacion opuesta entre proteinas y extracto, fueron observados aspectos negativos como la
formacion de agregados o geles que causan problemas en la filtracién por altos porcentajes de
proteina, y positivos como la adecuada provisién de aminoacidos para las células de levaduras
durante la etapa de fermentacion, la produccion y retencion de espuma y la correcta funcion
hidrolitica durante el malteado y la fabricacion de cerveza.

Dichas relaciones establecidas por Bishop entre proteina y extracto, se cumplen en el
caso de un unico genotipo en el mismo ambiente, por ejemplo, en ensayos de fertilizacion donde
se obtienen muestras con diferente contenido de N en los granos. Incluso, se ha demostrado que
el mismo genotipo, con el mismo contenido de proteina, cultivado en ambientes contrastantes
(seco y humedo, por ejemplo) demuestran potenciales de calidad muy diferentes (Aguinaga,
2004).

La cebada utilizada para la elaboracion de malta deberia tener un contenido proteico
minimo de 10% y maximo de 12%, con tolerancia hasta 13% (Normas de Calidad y
Comercializacion de Cebada, 2007). En diversas situaciones, estos valores no se obtienen debido
a la influencia que tiene el ambiente sobre este atributo (Bathgate, 1987; Smith, 1990). Un nivel
proteico por encima del valor establecido para cebada cervecera, puede ser causado por:

1) alta disponibilidad de nitrogeno para el rendimiento objetivo planteado (Varvel y
Severson, 1987; Weston et al, 1993; Eagles et al, 1995),
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2) situacion de stress causada por sequia (Morgan y Riggs, 1981; Coles et al., 1991;
Grant et al., 1991; Birch et al., 1997),

3) altas temperaturas combinadas con sequia (Macnicol et al., 1993; Savin and Nicolas,
1996) durante el periodo de desarrollo del grano.

En los ambientes de Argentina, dos situaciones que ocurren con cierta frecuencia
involucran diferente disponibilidades de agua y de nitrogeno:

En una primera situacion ante una sequia en el periodo previoa a la antesis, se produce
una menor absorcion de N durante el periodo vegetativo y se reduce el potencial de rendimiento.
Mayor cantidad de N se encuentra disponible durante el llenado de grano debido a un menor
namero de semillas y entonces la concentracion de proteina del grano podria aumentar.

En una segunda situacion, en la que ocurre una sequia durante el Gltimo estadio de
Ilenado de grano, se limita la incorporacion de carbohidratos en el grano y causa pre-maduracion
y menor dilucién del N de los granos (Bertholdsson, 1999).

Para conocer la distribucion de lluvias y evaluar dentro de qué posibilidades nos
encontramos en las dos situaciones presentadas por Bertholdsson, en la tabla 4.11.1 se detallan,
como ejemplo, las precipitaciones de Puén en los afios 2008 a 2011, agrupadas por momentos
claves del ciclo del cultivo.

Tabla 4.11.1 Distribucion de precipitaciones en Puan, afios 2008 a 2011

PRECIPITACIONES (mm)
PERIODO
2008 2009 2010 2011
Antes de siembra 219,3 107 314,8 523,5
Periodo Vegetativo 94 126,9 218,7 125,4
Llenado de los Granos 34 81,4 86 247
Total hasta cosecha | 347,3 | 315,3 | 619,5 | 895,9

Seguidamente, en la tabla 4.11.2 se encuentran los resultados de rendimiento, calibre y
proteina de Puan en los mismos afios.

Tabla 4.11.2. Resultados de Rendimiento, Calibre y Proteina de Cebada, en Puan, afios 2008 a
2011.

2008 2009 2010 2011
Rendimiento (kg/ha) 2758,9 881,3 2392,7 3130,0
Calibre (%) 26,3 15,4 91,8 93,5
Proteina de Cebada (%) 15,7 16,8 13,3 10,3

En 2008, mas de 300mm de precipitaciones acumulados en el periodo anterior a la
siembra + periodo vegetativo permitié generar una cantidad adecuada de granos, pero solamente
34 mm durante el periodo de llenado, no fue suficiente para lograr tamafios de granos que
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Ileguen a la especificacion comercial, y como consecuencia resulté en una mayor proporcion de
N en los granos, ejemplo de la segunda situacion mencionada por Bertholdsson (1999).

En 2009, 234 mm acumulados previo a la siembra + periodo vegetativo, resultaron en una
menor cantidad de granos, y ademas, 81lmm durante el periodo de llenado fueron insuficientes
para un llenado de granos adecuado, probablemente como consecuencia también de las pocas
precipitaciones durante el resto del ciclo del cultivo (se dio en este caso la situacién 1 + situacion
2).

Los afios 2010 y 2011 tuvieron caracteristicas similares, sin estrés durante todo el ciclo,
aunque una mayor cantidad de precipitaciones en 2011 resulté en mayor rendimiento y menor
nivel de N en los granos comparados con 2010.

Howard et al. (1996) afirma que las condiciones climéaticas en cada afio son las
responsables de la variacion en la calidad. Existen antecedentes que demuestran que algunas
condiciones intrinsecas del grano (ademés del nivel de proteina total), como por ejemplo, el
endosperma tipo harinoso, serian las responsables de la variacion en la calidad maltera
(Bamforth and Barclay, 1993, Mac Gregor, 1996). Es por eso que, el nivel de proteina seria s6lo
un primer escalon en la determinacion de la calidad.

La descomposicion de las proteinas de reserva durante la etapa de germinacién es la
responsable de la provision de aminoacidos para las células de levadura. Una manera indirecta de
medir dicha descomposicion es a través del Indice de Hartong (Kuntze, 2014). Sin embargo, las
regresiones entre dicho indice y la cantidad de aminodcidos generados (FAN) fueron
generalmente significativas pero bajas. Kepler et al. (2005) determin6 que en realidad la alta
correlacion se verifica entre el Indice de Hartong y la temperatura de gelatinizacion del almidon
(r =-0,84, R* = 0,71), es decir, a menor temperatura de gelatinizacion (inicio de descomposicion
del almiddn a menor temperatura), el indice resulta mayor.

McGregor (1996) determiné que condiciones de sequia durante el llenado de los granos
determinan una prevalencia de granulos de almidon tipo B, que requieren una mayor temperatura
de gelatinizacion, 75-80 °C (Palmer, 1989, Borem et al., 1999), a diferencia de los granulos de
tipo A, 60-62 °C. Las situaciones de déficit de agua que se registraron en algunos de los
ambientes de esta tesis, podrian confirmar o descartar esta afirmacion, ya que seria correcto
suponer que temperaturas de gelatinizacion méas bajas permiten una descomposicion mas intensa
del almidon, y en consecuencia, una proporcion mayor de azucares simples, fermentables.

Sin embargo, la relacion entre Vz 45 °C y Atenuacién Limite Aparente encontrada por
KeBler et al (2005) fue muy baja, un R? = 0,07, mientras que en esta tesis las regresiones de los
casos tomados como ejemplos fueron ain mas bajas.

Tampoco se observaron relaciones solidas entre variables aparentemente relacionadas,
como por ejemplo, Vz 45°C y atenuacion, dureza de malta con proteina y proteina con
aminoacidos.

Los distintos componentes del grano son sintetizados en forma secuencial y algunas de
las vias de sintesis ocurren simultdneamente. Consecuentemente, si un corto periodo de alta
temperatura o sequia ocurre en un cierto punto del periodo de llenado, puede afectar a uno o a
mas componentes que estan siendo formados concurrentemente y resultar en una diferente
composicion del grano (Savin y Molina-Cano, 2002). El déficit hidrico durante el llenado de los
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granos perjudica la fotosintesis y la translocacion de los fotosintatos —actuales o de reserva-
(Marschner, 1997). Las altas temperaturas durante el llenado acortan este periodo (por
cumplimiento de la suma térmica en menor tiempo), resultando en una mayor proporcion de
granulos tipo B asociados con hordeinas y beta glucanos. Estas condiciones generan una
estructura de endosperma cerrada, que dificulta el movimiento de las enzimas hidroliticas y con
ello, la disolucién de los diferentes compuestos estructurales del endosperma (paredes celulares y
matriz proteica).

La proporcion de azlcares fermentables obtenidas a partir del almidon acumulado
durante el llenado de los granos depende de la actividad enziméatica amilolitica y de la
proporcion de granulos tipo A y tipo B. Por las razones explicadas anteriormente, podria
suponerse que en ambientes con menor disponibilidad hidrica los valores de atenuacién podrian
ser mas bajos. A pesar de tener una variabilidad ambiental importante en los ensayos realizados,
los valores promedio de la poblacién y de las lineas parentales se encontraron dentro del rango
superior de tolerancia y algunos excedidos, pero en ningun caso por debajo de 80%. El hecho
que podria explicar estos altos valores de ALA seria el nivel de proteina total registrado en casi
todos los ambientes, ya que la produccion enzimatica esta directamente relacionado con el nivel
de proteina de los granos, especialmente la enzima B-amilasa (Shewry, 1993). Para el caso del
ambiente Puan 2011, si bien los valores de proteina estuvieron dentro de los rangos aceptables
para la industria (promedio de proteina menor a 12%), los valores altos de ALA podrian
explicarse por las buenas condiciones ambientales durante el llenado de los granos.

Por ello, contar con herramientas simples de seleccién vinculadas con calidad industrial
resulta imprescindible. La temperatura de canopeo ensayada en esta tesis no resulto Gtil para
encontrar relaciones sdlidas con caracteres como extracto, dureza de malta o atenuacion.
Menores temperaturas de canopeo durante el llenado de los granos deberian relacionarse con
mayor proporcién de granulos tipo A, con menor temperatura de gelatinizacion. De ser asi, se
esperaria que la accion amilolitica fuese mas intensa, incrementando la cantidad de azUcares
fermentables. Sin embargo, los valores de R? obtenidos entre Temperatura de Canopeo y
Atenuacion en todos los ambientes fueron extremadamente bajos (ejemplos: Tres Arroyos 2008
=0,0018, Cabildo 2008 = 0,03, Tres Arroyos 2011 = 0,011).

4.12 Conclusiones

Las variaciones ambientales generaron diferencias en los promedios de calidad industrial
en Proteina, Extracto, Viscosidad del mosto, B-glucanos, Aminoacidos Libres y Vz 45°C. No
hubo tendencias claras para Humedad a la Salida de Remojo ni para Atenuacion Limite
Aparente.

Analizadas las lineas parentales y los promedios de la poblacién, Aspen siempre
manifestd una calidad mejor que Mut 6519 y los promedios de la poblacién (por ejemplo, por
mayor extracto, FAN, Vz 45°C, y por menor dureza de malta y B-glucanos), y las distribuciones
de frecuencia en algunas situaciones estuvieron cercanas a las medias de los parentales, y en
otras, volcadas asimétricamente hacia uno u otro padre, variando con cada ambiente.

El porcentaje de proteina promedio de la poblacion se vio mas relacionado con el tamafio
de los granos que con el rendimiento (R® = 0,41 y 0,22 respectivamente), y en consecuencia, las
condiciones ambientales que generaron diferencias en los tamafios de grano, también lo hicieron
con el contenido de proteina.
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No se detectaron correlaciones entre caracteres de calidad que permitan reducir el nimero de
determinaciones analiticas. Si bien, en promedio, hay ejemplos de relaciones solidas —por
ejemplo, dureza de malta con proteina-, cuando se consideran los genotipos individualmente los
porcentajes de explicacion de las variables en relacion a otras bajan considerablemente como
para ser utilizados con fines de seleccion.
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5. MAPA DE LIGAMIENTO Y ANALISIS DE QTL

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos en el analisis de marcadores
moleculares y su relacion con los caracteres fenotipicos y de calidad, previa enumeracion de las
hipotesis y objetivos expuestos en la Introduccion.

5.1 Hipdtesis 3

Es posible construir un mapa de ligamiento de marcadores AFLP y SSR a partir de una
poblacién de mapeo de doble haploides proveniente del cruzamiento entre las lineas Mut 6519 y
Aspen.

Objetivo 5.1.1: Obtener una poblacion de mapeo a partir del cruzamiento de la linea Mut
6519 con la variedad Aspen.

Obijetivo 5.1.2: Analizar marcadores AFLP y SSR en dicha poblacion de mapeo.

Objetivo 5.1.3: Establecer las relaciones de ligamiento entre los marcadores moleculares
utilizados (AFLP y SSR), posibilitando la construccion de un mapa genético de cebada.

5.2 Hipdtesis 4

Es posible identificar regiones genémicas relacionados con rendimiento, tamafio de los
granos, respuesta a fotoperiodo, temperatura de canopeo y todas las determinaciones analiticas
que caracterizan la calidad industrial de cebada.

Objetivo 5.2.1: Localizar QTL para todos los caracteres agrondmicos y de calidad
estudiados, utilizando un software de mapeo.

Obijetivo 5.2.2: Verificar si las regiones gendmicas identificadas con calidad en ambientes
de adecuada disponibilidad hidrica son diferentes a las regiones que lo hacen en ambientes con
deficiencia, con el fin de utilizar esta metodologia para seleccion asistida en ambientes
contrastantes.

Objetivo 5.2.3: Determinar si para caracteres de calidad relacionados (por ejemplo,
extracto con proteina) aparecen QTL en posiciones coincidentes o cercanas.

5.3 Construccion de un mapa de ligamiento de cebada

Para una poblacion de doble haploides, la segregacion esperada para cada genotipo y para
cada marcador polimorfico es 1:1 (homocigota AA y homocigota aa). Los valores de chi
cuadrado para 1 grado de libertad (2 clases AA y aa) son 3,84, 6,64 y 10,83, y las probabilidades
asociadas a esos valores son 5%, 1% y 0,1% respectivamente.

Se ordenaron los 333 marcadores AFLP y los 27 marcadores SSR (microsatélites)
obtenidos de acuerdo a su relacion de segregacion, Se continud el andlisis con aquellos
marcadores que tuvieron una relacion en el rango de 1:0,7 a 1:1,3. Los valores de chi cuadrado
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dentro del rango de esas relaciones estuvieron entre 0,000 (p=1) hasta 8,5964 (p=0,52 %). Se
eliminaron aquellos marcadores con un LOD (probabilidad de ligamiento) menor a 2. La
cantidad total de marcadores que se utilizo para la construccion del mapa después de la seleccion
fue de 231.

Los grupos de ligamiento (GL) se determinaron tomando una frecuencia de
recombinacion (FR) de 0,30. La eleccion de dicho valor se decidio luego de probar los resultados
de diferentes niveles de recombinacion. Por ejemplo, con RF= 0,50 y 0,45 se formd un solo
grupo con todos los marcadores, con FR=0,40 se formaron cuatro grupos, pero incluyendo
marcadores pertenecientes a distintos cromosomas en dos de los grupos. Asi se fueron
disminuyendo las frecuencias de recombinacion hasta llegar al valor mas conveniente de 0,30 en
el que se pudieron separar marcadores SSR pertenecientes a diferentes cromosomas. De esta
manera, resultaron 29 GL con una densidad promedio de 10,6 centimorgan (cM) por marcador y
una longitud total del genoma de 1969 cM. El total de marcadores incluidos en el mapa fue 177,
esto es, 54 menos marcadores que los 231 iniciales, por haber quedado varios marcadores
aislados y otros agrupados de a dos. Se aceptaron como grupos solamente los que tuvieron un
minimo de tres marcadores.

El estudio de las medidas de diversidad genética (Nei, 1978; Botstein et al., 1980) de los
marcadores SSR mostré que en los DH todos los loci resultaron polimdrficos, mientras que en
las lineas parentales lo fueron el 70% de los loci. También es mayor el numero de alelos en los
DH (Tabla 5.3.1). Esto es porque al ser los SSR marcadores codominantes, la progenie expresa
la sumatoria de alelos de cada padre.

Tabla 5.3.1. Medidas de diversidad genética de marcadores de la poblacién de DH y de sus
lineas parentales

Estadistico SSR AFLP
Parentales | DH | Parentales | DH
Loci polimorficos (95%) 0,696 1,000 0,938 1,000
Heterocigosis promedio® 0,000 0,000 0,000 0,000
Heter.insesgada de Nei” 0,464 [0469| 0625 |0,493
NUm promedio de alelos 1696 |2565| 1,938 |2,000
! Heterocigosis observada

2 Heterosigosis esperada segtn valor condicional de las frecuencias alélicas

Por medio del conocimiento de la ubicacion precisa de los microsatélites (nimero de
cromosoma de cebada y brazo), y aceptando niveles de recombinacion mayores a 0,3 (pero
siempre menores a 0,5, como limite de aceptacion de ligamiento), se fusionaron algunos GL,
resultando en 7 GL asociados con los 7 cromosomas de cebada, y 4 GL sin identificar.

Por ejemplo, el GL 29 se asocio con el brazo largo del cromosoma 1 por la presencia de
los SSR Bmac 213 y GBM 1007 (Figura 5.1.1). EI GL 17 se asocid con el brazo corto del
cromosoma 1 por la presencia del SSR Bmac 90. Los GL 4 y 11 también se asociaron con el
mismo cromosoma por aceptacion de una frecuencia de recombinacion de 0,37. El software
MultiPoint sugiere la combinacion de GL en el momento de establecer el orden de los
marcadores dentro de cada GL, mostrando una ventana con GL que se encuentran separados,
pero a distancias genéticas aceptables como para fusionarlos.
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La tabla 5.3.2 muestra como los 29 grupos se asociaron en los 7 cromosomas, quedando
fuera de ellos aquellos grupos en los que ningin marcador SSR qued6 ligado. Un total de 1355
cM se agruparon en ubicaciones conocidas del genoma. De haberse podido integrar los 614 cM
restantes a los anteriores, la densidad de marcadores hubiese sido mayor, posiblemente sin
incrementar significativamente la distancia total.

Tabla 5.3.2. Grupos de ligamiento, cantidad de marcadores, longitud de cada grupo y densidad
de marcadores del mapa construido

. . . Densidad de
Grupo de GL mas Distancia al GL .
) . Markers ) Longitud (cM) marcadores
Ligamiento cercano  mas cercano (fr)
(cM/marcador)
1 10 8 0,325 113 11,3
2 15 28 0,170 148 9,9
3 7 27 0,254 98 14,0
4 6 17 0,357 43 7,2
5 4 12 0,358 36 9,0
6 3 8 0,382 10 3,3
7 11 15 0,372 162 14,7
8 10 26 0,280 102 10,2
9 3 22 0,348 46 15,3
10 7 23 0,379 96 13,7
11 3 17 0,385 12 4,0
12 6 5 0,358 40 6,7
13 3 21 0,358 19 6,3
14 3 27 0,333 38 12,7
15 5 21 0,343 28 5,6
16 3 8 0,356 41 13,7
17 6 29 0,174 72 12,0
18 3 14 0,375 28 9,3
19 4 16 0,384 37 9,3
20 9 15 0,359 86 9,6
21 7 15 0,343 77 11,0
22 6 9 0,348 83 13,8
23 4 10 0,379 20 50
24 5 2 0,348 83 16,6
25 3 4 0,351 42 14,0
26 3 8 0,280 32 10,7
27 15 3 0,254 233 15,5
28 6 2 0,170 72 12,0
29 7 17 0,174 72 10,3
Total 177 1969
Promedio 10,6
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Tabla 5.3.3. Constitucién de cromosomas de cebada de acuerdo a la presencia de marcadores
microsatélites en los grupos de ligamiento. Sin ident.: grupos sin ubicacion conocida.

Cromosoma GLasociados Distancia

(cm)

1HL 29 -
1Hs 4,11,17 127

2HL 28 7
2HS 2 148

3HL 16 i

4HL 25 .
AHS 10,23 116
SHL 14, 18, 27 299

5HS 3 98

6 HLHS 24 o
7HS 1,6,8 26 257
Total 1355
Sinident. 5,7,9, 12,13, 15, 19, 20, 21, 22 614
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Figura 5.3.1: Conformacion de los grupos de ligamiento asociados a los cromosomas de
cebada. Mapa de ligamiento derivado de una poblacién de mapeo de doble haploides
originada del cruzamiento Mut 6519 x Aspen. Los marcadores aparecen a la izquierda,
formato ndmeros corresponde a marcadores AFLP (ejemplo: 1659-4), formato letras +
numeros corresponde a marcadores SSR (ejemplo: Bmac213). Las distancias de mapa
aparecen a la derecha, en frecuencias de recombinacion (rf) que equivalen a cM.
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5.4 Anélisis de QTL

Las medias fenotipicas ajustadas por modelos mixtos se asociaron al mapeo cromosémico
realizado anteriormente con 231 marcadores, distribuidos en 7 cromosomas mas 10 GL sin
identificacion, con el fin de encontrar regiones gendémicas que pudieran explicar la variacion en
los resultados agronémicos y de calidad.

Los caracteres evaluados para el mapeo de QTL fueron: rendimiento agronémico, tamafio
de grano, proteina, humedad a la salida de remojo, dureza de malta, extracto, viscosidad,
aminoéacidos libres, B-glucanos, e Indice de Hartong (Vz 45°C). El resultado del andlisis con el
programa MultiQTL (2007), mediante el método de mapeo por intervalo simple, permitid la
deteccion de QTL asociados a todas las caracteristicas evaluadas en los diferentes ambientes. En
la Tabla 5.4.1 se presenta un resumen de las variables y ambientes analizados para la
localizacion de QTL. También se analizé respuesta al fotoperiodo determinada mediante la
siembra en siete fechas en Tres Arroyos 2009, y temperatura de canopeo en dos mediciones en
los ambientes Puan 2008 y Tres Arroyos 2011, y una medicion en Tres Arroyos 2007, Cabildo
2009 (ambiente perdido finalmente por sequia extrema) y La Dulce 2010.

Tabla 5.4.1: Ambientes de evaluacion de las variables introducidas en el andlisis de QTL.:
Rendimiento Agrondémico (Rend), Calibre (Cal), Proteina de Cebada (Prot), Humedad de Fin de
Remojo (HSR), Dureza de Malta (Dur), Extracto (Ext), Viscosidad de Mosto (Visc),
Aminoéacidos Libres (AA), B-glucanos (B-glu), Indice de Hartong (Vz 45°C). TA Tres Arroyos,
LD La Dulce, CAB Cabildo, PU Puan, seguidos del afio de ensayo.

Ambiente Rend Cal Prot HSR Dur Ext Visc AA B-glu Vz45°C

TAO7 X X X X X

TA108 X X X X X X X X X

TA208 X X X X X

LDO8 X X X X X X X X X

CABO8 X X X X X X X X X X
PUOS X X X X X X X X X X
TA109 X X X

TA209 X X X

LD09 X X X

PU09 X X X

TA110 X X X X X X X X X X
TA210 X X X

LD2010 X X X X X X X X X X
CAB10 X X X X X X X X X X
PU10 X X X X X X X X X X
PU11 X X X X X X X X X X
TA111 X X X X X X X X X
LD11 X X X X X X X X X
CAB11 X

En la primera etapa del anélisis, se consider0 una probabilidad de ligamiento entre
intervalos y caracteres igual o menor a 0,05 (significativo, segun la clasificacion de Lander y
Kruglyak, 1995) para declarar la presencia efectiva de un QTL. Este nivel de significancia estaba
asociado con valores LOD (logio probabilidad de ligamiento/probabilidad de no ligamiento) de
1,2 a 2,05. De esta manera, se detectd un nimero muy alto de QTL, en ambientes independientes

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 188



y a través de ellos. Por ejemplo, para rendimiento agronémico, se encontraron 25 QTL en
diferentes ambientes y nueve a traves de ellos. Para tamafio de grano, 22 y dos QTL,
respectivamente. Los porcentajes de explicacion de la varianza fenotipica (PEV) estuvieron entre
3y 6% en aquellos QTL con valores LOD menores que 2.

Por tal motivo, y basado en la explicacion sobre la probabilidad de ocurrencia de falsos
positivos de Lander y Kruglyak (1995), se aceptaron solamente aquellos QTL con valores LOD
iguales o mayores que 1,89.

En las tablas siguientes para cada caracter se detallan solamente aquellos QTL
encontrados con dicho criterio de LOD > 1,89.

5.4.1 Rendimiento agronémico

El andlisis de QTL por ambientes independientes permitié la identificacion de regiones
gendmicas en los cromosomas 4 y 5, ademas de una en el GL 20 no asociado con un cromosoma.

La tabla 5.4.2 muestra los QTL para rendimiento, encontrados en cada cromosoma y en
todos los ambientes en forma individual. Los porcentajes de explicacion de la varianza fenotipica
(PEV) indican que uno de los QTL detectados es de efecto menor (7%) y dos de efecto mayor
(10 y 10,1%), de acuerdo a la clasificacion dada por Collard et al. (2005) quien indica un umbral
de 10% para clasificar entre QTL de efecto mayor y menor. En este caso, uno de los QTL de
efecto mayor fue detectado en el brazo corto del cromosoma 4 en el ambiente Tres Arroyos
(segunda época de siembra) 2010, y el otro en el brazo largo del cromosoma 5 en el ambiente
Puan 2008.

Cuando se consideraron todos los ambientes juntos, se detectaron dos QTL con niveles de
significancia muy altos (valores de LOD superiores a 8), uno en el cromosoma 5 HS y otro en el
GL 20.

Tabla 5.4.2. QTL relacionados con rendimiento agronémico en los ambientes evaluados
individualmente. TA: Tres Arroyos, CAB: Cabildo, PU: Puan, seguido del afio. LOD: valor de
asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor
LOD. Posicién: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion de la
varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA 'y
aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (Kg/Ha).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV Efe_cto fj,e
sustitucion
4 HS LG10_Sk  TA210 2,25 0,006 29 10,1 -428,93
5HL LG14_Sk PUO8 2,2 0,007 23 10,0 -132,752
NN LG20_Sk  CAB10 2,06 0,013 15,5 7,0 -188,318
5HS LG3_Sk  TODOS 8,48 0,013 97,8 1,7 -118,21
NN LG20_Sk TODOS 8,68 0,003 0 1,6 -40,82

En los siguientes analisis, para los QTL detectados a través de todos los ambientes, los
porcentajes de explicacion de la varianza fenotipica (PEV) y los efectos de sustitucion
explicados por estos QTL son el promedio de las PEV vy los efectos individuales en todos los
ambientes en que se encontraron.
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5.4.2 Tamafo de los granos (Calibre sobre zaranda de 2,5 mm)

El analisis de QTL por ambientes independientes permitio la identificacion de regiones
gendmicas en los GL 15y 21.

La tabla 5.4.3 muestra los QTL para tamafio de los granos, encontrados en cada GL y en
todos los ambientes en forma individual. Las proporciones de explicacion de la varianza
fenotipica (PEV), indican que los QTL detectados son de efecto menor, 6,4-6,6%.

Tabla 5.4.3. QTL relacionados con Tamafio de los Granos en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes TA: Tres Arroyos, LD: La Dulce, seguido del afio. LOD: valor de
asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor
LOD. Posicién: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacién de la
varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA'y
aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%)

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicién (cM) PEV sﬁifiihoc%en
NN LG15 Sk LD11 2,1 0,004 20,7 6,6 4,409
NN LG21_Sk TA110 2,05 0,017 0 6,4 -2,225
1HL LG29 Sk  TODOS 8,85 0,022 50,1 1,5 -2,094

Cuando se consideraron todos los ambientes juntos, se detectd un QTL con un nivel de
significancia muy alto (LOD = 8,85), en el cromosoma 1 HL.

5.4.3. Proteina Total de Cebada (%)

El analisis de QTL por ambientes independientes para proteina permitio la identificacion
de regiones genomicas en los cromosomas 2, 3, 4, 5, y 7, ademas de otras en GL no asociados
con cromosomas definidos.

Las proporciones de explicacion de la varianza fenotipica (PEV), indican la existencia de
dos QTL de efecto mayor (10,6 y 11,4%), detectados en los ambientes Tres Arroyos 2011y Tres
Arroyos 2007, y 10 QTL de efecto menor, entre 5,9 y 9,8% de explicacion.

Tabla 5.4.4. QTL relacionados con Proteina de Cebada en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes TA: Tres Arroyos, CAB: Cabildo, PU: Puan, seguido del afio. LOD:
valor de asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del
valor LOD. Posicion: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion
de la varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde
AA 'y aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%).
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Efecto de

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV o
sustitucion
2 HL LG28_Sk PUO9 1,89 0,009 0 5,9 0,495
3 HL LG16_Sk CAB10 2,87 0,003 40,4 9,0 -0,368
4 HL LG25_ Sk CAB10 2,08 0,008 73 74 0,335
4 HS LG10_Sk TAll 3,5 0,001 1,7 10,6 0,649
4 HS LG10_Sk TA210 2,38 0,003 10,9 7,6 0,472
5HS LG3_Sk TA109 2,06 0,010 75,6 8,7 0,421
7HS LG8_Sk TA110 2,16 0,010 0 6,6 -0,327
NN LG19 Sk TAO7 2,24 0,004 20,6 11,4 -0,466
NN LG19_Sk TA1l 3,15 0,001 11 9,8 -0,627
NN LG20_Sk TAO7 2,55 0,004 3,6 7,9 0,387
NN LG20_Sk TA110 2,68 0,003 23,1 9,5 0,393
NN LG5_Sk CAB10 2,01 0,011 1,6 6,8 0,32
4 HS LG10_Sk  TODOS 13,07 0,001 2,6 2,3 0,175
7HS LG8_Sk TODOS 12,8 0,001 0 2,2 -0,18
NN LG19 Sk  TODOS 13,33 0,001 19,1 3,2 -0,222
NN LG20_ Sk  TODOS 13,06 0,001 2,2 2,3 0,18

Considerando todos los ambientes juntos, se detectaron cuatro QTL con niveles de
significancia muy altos (valores LOD entre 12,8 y 13,33), en los cromosomas 4 HS, 7 HS y dos
grupos no identificados. EI QTL ubicado en 0 cM en el cromosoma 7 HS coincide con el QTL
encontrados en Tres Arroyos (primera época de siembra) 2010.

5.4.4. Temperatura de Canopeo (TC)

El andlisis de QTL por ambientes independientes para TC permitié la identificacion de
regiones genomicas en los brazos largo y corto del cromosoma 5, ademas de otro en GL 7 no
asociado con cromosomas definidos.

Las proporciones de explicacion de la varianza fenotipica (PEV), indican la existencia de
dos QTL de efecto menor (8,2 y 8,6%), detectados en el ambiente Puan 2008 (primera medicion,
Z73 del cultivar Aspen) y un QTL de efecto mayor de 12,6% de explicacion en Tres Arroyos
2011 (primera medicion, Z73 del cultivar Aspen).

Tabla 5.4.5. QTL relacionados con Temperatura de Canopeo en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes TAL: Tres Arroyos, primera medicion (Z73 del cultivar Aspen)
PUL: Puan, primera medicion (Z73 del cultivar Aspen), seguido del afio. LOD: valor de
asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor
LOD. Posicién: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacién de la
varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA 'y
aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%).
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Efecto de

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicién (cM) PEV S
sustitucion

5HL LG14 Sk  PU108 1,90 0,011 0 8,2 0,37
5HS LG3_Sk TAll11 3,83 0,001 97,2 12,6 0,29
NN LG7_Sk PU108 2,88 0,001 56,3 8,6 0,39
5HL LG14 Sk TODOS 4,11 0,049 0 2,5 -0,05
5HS LG3_Sk  TODOS 6,68 0,001 97,8 2,7 0,06

7 LG8 Sk  TODOS 4,65 0,041 41 2,6 -0,02

Considerando todos los ambientes juntos, se detectaron tres QTL con LODs
significativos en los brazos largo y corto del cromosoma 5 y en el cromosoma 7. En este caso,
existe coincidencia entre los QTL del cromosoma 5 a través de todos los ambientes con algunos
de los QTL detectados en Puan 2008 y Tres Arroyos 2011.

5.4.5 Respuesta al fotoperiodo

El andlisis de QTL se basd en la determinacion de la pendiente de respuesta a
fotoperiodo, a partir de la siembra de los 150 DHs méas Aspen y Mut 6519, en siete fechas de
siembra en el ambiente Tres Arroyos 2009. Se detect6 solamente un QTL de efecto menor y con
valor de LOD superior al fijado como minimo para evitar el riesgo de falsos positivos en el
cromosoma 2HL. De todas maneras, solamente para este caso, en la Tabla 5.2.5.1 se agregan
también dos QTL encontrados con valores LODs de 1,79*** y 1,85*** teniendo en cuenta que
las determinaciones se realizaron en un sitio en particular, es decir, no hay QTL encontrados a
través de todos los ambientes.

Tabla 5.4.6. QTL relacionados con Respuesta al Fotoperiodo, determinada por la duracion en
dias de la fase Emergencia-Floracion en cada una de las siete fechas de siembra en el ambiente
Tres Arroyos 2009. LOD: valor de asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p:
significancia estadistica del valor LOD. Posicién: distancia genética desde el inicio del GL. PEV:
porcentaje de explicacién de la varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la
diferencia X (AA) — X (aa), donde AA y aa son los dos homocigotas en el locus del marcador,
medido en unidades del caracter (dia/dia).

Cromosoma  GL Ambiente LOD p Posiciéon (cM)  PEV Efe_cto fj,e
sustitucion
SHL  LG14 Sk UNSITIO 1,79 0,014 23,2 7,50 0,34
- CON SIETE
2HL  LG28_SK FECHASDE 239 0,006 43,9 8,40 -0,36
1HS LG4 Sk SIEMBRA 1,85 0,015 19,9 6,50 0,32

5.4.6. Humedad de Fin de Remojo

El analisis de QTL por ambientes independientes para Humedad de Fin de Remojo
permitio la identificacion de regiones gendmicas en los cromosomas 1, 2 y 4.

Los PEV indican la existencia de tres QTL de efecto mayor (14,4%, 17,6% y 19,9%),
detectados en los ambientes La Dulce 2010 y Puan 2011 (2 QTL detectados en este ambiente), y
3 QTL de efecto menor, entre 6,7 y 8,9% de explicacion. A diferencia de los QTL detectados
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para otros caracteres, se destacan aqui los porcentajes mas altos de explicacion de los tres QTL
mayores.

Tabla 5.4.7. QTL relacionados con Humedad de Fin de Remojo en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes TA: Tres Arroyos, LD: La Dulce, CAB: Cabildo, PU: Puan,
seguido del afio. LOD: valor de asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p:
significancia estadistica del valor LOD. Posicion: distancia genética desde el inicio del GL. PEV:
porcentaje de explicacion de la varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la
diferencia X (AA) — X (aa), donde AA vy aa son los dos homocigotas en el locus del marcador,
medido en unidades del caracter (%).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicién (cM) PEV Efe_cto fj,e
sustitucion

1HS LG11 Sk PU11 2,7 0,004 8,7 19,9 -0,868

2 HL LG28_Sk TAO8 2,64 0,002 0 8,1 0,936

4 HL LG25 Sk CABO8 2,04 0,01 11,5 6,7 -0,779

4 HL LG25_Sk  CAB10 2,07 0,015 19,2 8,9 0,65

4 HS LG23_Sk PU11 2,58 0,002 15,8 17,6 0,816

NN LG5_Sk LD10 3,13 0,001 24,4 14,4 -0,802

4 HL LG25 Sk TODOS 6,45 0,004 17,8 2,3 -0,083

Considerando todos los ambientes juntos, se detecté un QTL con un LOD altamente
significativo de 6,45 en el cromosoma 4 HL. En este caso, no se encontraron coincidencias entre
los QTL tomados en conjunto con algunos de los QTL detectados en forma de ambientes
individuales.

5.4.7. Extracto

El analisis de QTL por ambientes independientes para Extracto permitié la identificacion
de regiones gendémicas en el cromosoma 3 y en el GL 12, sin identificacion cromosdémica. Los
PEV indican la existencia de un QTL de efecto mayor (10,1%) detectado en el ambiente Tres
Arroyos 2008, y un QTL de efecto menor de 8,7% de explicacion.

Tabla 5.4.8. QTL relacionados con Extracto en los ambientes evaluados individualmente
Ambientes TA: Tres Arroyos, seguido del afio. LOD: valor de asociacién entre el intervalo y la
caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor LOD. Posicion: distancia genética
desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion de la varianza fenotipica. Efecto de
sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA y aa son los dos homocigotas en
el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV Efe_cto fj,e
sustitucion
3HL LG16_Sk  TAO08 3,07 0,001 0 10,1 -0,999
NN LG12_ Sk  TA10 2,75 0,004 39,8 8,7 -0,793
NN LG12_Sk TODOS 9,93 0,001 37 3,2 -0,315
1HS LG4_Sk  TODOS 6,84 0,004 43,1 2,1 0,284
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Considerando todos los ambientes juntos, se detectaron dos QTL con valores LOD de
6,84y 9,93, en el cromosoma 1 HS y en un grupo no identificado (GL 12).

5.4.8. Dureza de Malta

El analisis de QTL por ambientes independientes para Dureza de Malta permitid la
identificacion de regiones gendmicas en los cromosomas 2, 4y 5.

Los PEV indican la existencia de cuatro QTL de efecto mayor (10,0%, 11,3%, 13,4% y
13,5%), detectados en los ambientes Puan 2010 (tres QTL) y Tres Arroyos 2011, y cuatro QTL
de efecto menor, entre 6,8 y 8,7% de explicacion.

Tabla 5.4.9. QTL relacionados con Dureza de Malta en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes TA: Tres Arroyos, LD: La Dulce, PU: Puan, seguido del afio. LOD:
valor de LOD de asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia
estadistica del valor LOD. Posicion: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje
de explicacion de la varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) —
X (aa), donde AA y aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades
del carécter (Newtonmetros).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicién (cM) PEV Efe_cto fj,e
sustitucion
2 HL LG28_Sk PU10 2,15 0,004 23,1 11,3 -7,733
2 HL LG28 Sk TA1l 2,64 0,002 14,5 13,4 -9,729
4 HL LG25_Sk PU10 2,00 0,008 41,5 78 -6,451
5HL LG14 Sk PU10 2,66 0,002 28,2 13,5 8,491
5HL LG14_Sk TAll 2,4 0,004 38,1 8,7 7,863
5HL LG27_Sk LD10 2,11 0,018 230 6,8 7,8
5HS LG3_Sk PU10 2,51 0,008 97,8 10 7,277
NN LG9 Sk LD11 2,21 0,002 16,3 8,1 -7,991
2 HL LG28 Sk  TODOS 11,39 0,001 12,4 4,7 -4,003
5HL LG14 Sk  TODOS 10,1 0,001 36,1 33 3,13
5HL LG27_Sk TODOS 8,89 0,001 15,3 2,4 2,726

Considerando todos los ambientes juntos, se detectaron tres QTL con valores de LOD
altamente significativo. Un QTL detectado en la posicién 12,4 cM del cromosoma 2 HL se
encuentra cercano a un QTL encontrado en la posicion 14,5 cM del cromosoma 2 HL en el sitio
Tres Arroyos 2011 (PEV=13,4%). También, en la posicion 36,1 cM del cromosoma 5 HL es
cercano al QTL encontrado en la posicién 38,1 del mismo cromosoma en el ambiente Tres
Arroyos 2011 (PEV=8,7%).

5.4.9. Viscosidad de Mosto

El analisis de QTL por ambientes independientes para Viscosidad permitié la
identificacion de regiones genomicas en el cromosoma 1y en el GL 20
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Los PEV indican la existencia de tres QTL de efecto menor (7,3%, 8,2% y 9,8%),
detectados en el ambiente Puan 2008.

Considerando todos los ambientes juntos, se detecté 1 QTL con valor LOD de 6,66.

Tabla 5.4.10. QTL relacionados con Viscosidad de Mosto en los ambientes evaluados
individualmente. Ambiente PUQ08: Puan afio 2008. LOD: valor de asociacion entre el intervalo y
la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor LOD. Posicién: distancia
genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion de la varianza fenotipica. Efecto
de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA y aa son los dos homocigotas
en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (MiliPascal por segundo).

. . Efecto de
Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV sustitucion
1HL LG29_Sk PUO08 2,73 0,001 17 9,8 -0,059
1HS LG17_Sk PUO8 2,11 0,01 66,3 8,2 -0,054
NN LG20_Sk PUO08 2,19 0,007 86 7,3 0,05
4 HS LG10_Sk TODOS 6,66 0,01 29,7 2,8 0,017

5.4.10. Aminoécidos libres

El andlisis de QTL por ambientes independientes para Aminoacidos Libres permitio la
identificacion de regiones genomicas en los cromosomas 1y 7.

Los PEV indican la existencia de dos QTL de efecto menor (8,9% y 9,7%), detectados en
los ambientes La Dulce 2011 y Puéan 2010.

Considerando todos los ambientes juntos, se detecté un QTL con valor LOD de 6,23 en el
cromosoma 7 HS.

Tabla 5.4.11. QTL relacionados con Aminoacidos Libres en mosto en los ambientes evaluados
individualmente. LD: La Dulce, PU: Puan, seguido del afio. LOD: valor de asociacion entre el
intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor LOD. Posicion:
distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion de la varianza
fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA y aa son
los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (partes por
millon).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV Efepto fj,e
sustitucion
1 HS LG4_Sk  PU2010 2,50 0,002 11,8 9,7 17,326
7HS LG8_Sk  LD2011 2,44 0,007 102,5 8,9 -14,67
7HS LG26_Sk TODOS 6,23 0,003 0,7 2,3 5,234
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5.4.11. B-Glucanos en mosto

El analisis de QTL por ambientes independientes para B-Glucanos permitio la
identificacion de regiones gendmicas en el cromosoma 5, y en el GL 9, sin identificar
cromosoma.

Los PEV indican la existencia de tres QTL de efecto menor (7,0%, y 2 de 8,8%),
detectados en los ambientes La Dulce 2011 (2) y Puan 2010.

Considerando todos los ambientes juntos, se detectaron dos QTL, uno en el cromosoma 4
HS y el otro en el GL 9.

Tabla 5.4.12. QTL relacionados con [B-Glucanos en mosto en los ambientes evaluados
individualmente. Ambientes LD: La Dulce, PU: Puan, seguido del afio. LOD: valor de
asociacion entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor
LOD. Posicidn: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion de la
varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA 'y
aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (partes por
millon).

. . Efecto de

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV sustitucion
5HS LG3_Sk LD11 2,35 0,009 11,8 8,8 51,063
5HS LG3_Sk PU10 2,45 0,002 0 8,8 63,643
NN LG9 Sk LD11 2,03 0,007 9,9 7,0 -45,616
4 HS LG10_ Sk TODOS 7,92 0,002 31 3,6 27,707
NN LG9 Sk  TODOS 6,22 0,011 21,3 3,0 -29,304

5.4.12. Atenuacion limite aparente

El analisis de QTL por ambientes independientes para Atenuacion permitid la
identificacion de regiones gendmicas en el cromosoma 5 y en el GL 19, sin identificar
cromosoma. Los PEV indican la existencia de tres QTL de efecto menor, detectados en los
ambientes Puan 2011 (2) y Tres Arroyos 2011.

Considerando todos los ambientes juntos, no se detectaron QTL con niveles de LOD
altamente significativos.

Tabla 5.4.13. QTL relacionados con Atenuacion Limite Aparente en mosto en los ambientes
evaluados individualmente. Ambientes TA: Tres Arroyos, PU: Puan, seguido del afio. LOD:
valor de asociacién entre el intervalo y la caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del
valor LOD. Posicion: distancia genética desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacion
de la varianza fenotipica. Efecto de sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde
AA y aa son los dos homocigotas en el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%)
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Efecto de

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV o
sustitucion
4 HL LG25_Sk TAll 1,96 0,009 41,5 6,3 0,767
4 HS LG10_Sk PU11 1,93 0,017 6,2 5,9 -0,799
NN LG19_Sk PU11 1,71 0,011 4,8 53 0,738

5.4.13. Indice de Hartong (Vz 45 °C)

El andlisis de QTL por ambientes independientes para Indice de Hartong permitid la
identificacion de regiones genomicas en los cromosomas 1y 7.

Los PEV indican la existencia de dos QTL de efecto menor, detectados en los ambientes
La Dulce 2010 y 2011.

Considerando todos los ambientes juntos, se encontré un QTL en el cromosoma 7, con un
valor LOD de 6,53.

Tabla 5.4.14. QTL relacionados con Indice de Hartong en los ambientes evaluados
individualmente. LD: La Dulce 2010 y 2011. LOD: valor de asociacion entre el intervalo y la
caracteristica fenotipica. p: significancia estadistica del valor LOD. Posicion: distancia genética
desde el inicio del GL. PEV: porcentaje de explicacién de la varianza fenotipica. Efecto de
sustitucion: representa la diferencia X (AA) — X (aa), donde AA y aa son los dos homocigotas en
el locus del marcador, medido en unidades del caracter (%).

Cromosoma GL Ambiente LOD p Posicion (cM) PEV Efe_cto .d,e
sustitucion
1HS LG4_Sk LD10 1,96 0,005 0 6,2 1,469
7HS LG8_Sk LD11 2,95 0,001 102,5 9,9 -2,153
7HS LGl Sk  TODOS 6,53 0,007 74,6 2,9 1,238

5.4.14. QTL en posiciones similares

En la tabla 5.4.15 se resume la deteccion de QTL en posiciones coincidentes o cercanas
(grupo de ligamiento y distancia), considerando los QTL mas significativos para cada ambiente.
El objetivo de este analisis fue verificar la existencia de QTL ubicados en la misma posicion en
diferentes ambientes, relacionados con los mismos o con diferentes caracteres. Se observan:

- Dos QTL ubicados en el brazo largo del cromosoma 2 en las posiciones 14,5y 23,1 cM
en los ambientes Puan 2010 y Tres Arroyos 2011, explicando 11,3 y 13,4 % del caracter
dureza de malta, detectados en ambientes del cuartil superior y medio-superior;

- Dos QTL ubicados en el brazo largo del cromosoma 5 en las posiciones 28,2 y 38,1 cM
en los mismos ambientes que los anteriores, explicando 13,5 y 8,7 % del caracter dureza
de malta;

- Dos QTL ubicados en el brazo largo del cromosoma 5 en las posiciones 23 y 23,2 cM en
Puan 2008 y Tres Arroyos (Unico sitio con 7 fechas de siembra), explicando 10% del
caracter rendimiento y 7,5% del caracter respuesta a fotoperiodo.
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- Dos QTL ubicados en el brazo corto del cromosoma 5 en las posiciones 0 y 11,8 cM, en
los ambientes Puan 10 (cuartil medio-inferior) y La Dulce 11 (cuartil superior),
explicando en ambos casos 8,8 % de la variacion del caracter B-glucanos;

- Por ultimo, dos QTL detectados en el brazo corto del cromosoma 7, en la misma posicién
de 102,5 cM y en el mismo ambiente (La Dulce 2011, cuartil medio-inferior), en este
caso explicando dos caracteres diferentes: FAN y Vz 45°C (PEV = 89 vy 9,9 %

respectivamente).

Tabla 5.4.15.. QTL més significativos en posiciones cercanas o coincidentes. Ambientes
clasificados por cuartiles, de acuerdo a la posicion en el ranking desde mejores a peores valores
para cada carécter estudiado: Ambientes 1: cuartil superior, 2 cuartil medio-superior, 3: cuartil

medio-inferior.

Cromosoma GL Caracter Ensayo Ambiente LOD p PCZ(S:II\C/:;) n PEV
2 HL LG28_Sk Dureza PU 10 1 2,15 0,004 23,1 11,3
2 HL LG28 Sk Dureza TA. 11 2 2,64 0,002 14,5 13,4
5HL LG14 Sk Dureza PU 10 1 2,66 0,002 28,2 13,5
5HL LG14 Sk Dureza TA 11 2 2,4 0,004 38,1 8,7
5HL LG14 Sk Rendimiento PU 08 3 2,2 0,007 23 10,1
5HL LG14 Sk Fotoperiodo TAQ9 3 1,79 0,014 23,2 7.5
5HS LG3_Sk B-glucanos LD 11 1 2,35 0,009 11,8 8,8
5HS LG3 Sk B-glucanos  PU 10 3 2,45 0,002 0 8,8
7 HS LG8 Sk FAN LD 11 3 2,44 0,007 102,5 8,9
7 HS LG8 Sk Vvz45°C LD 11 3 2,95 0,001 102,5 9,9

La tabla 5.4.16 (a) muestra un resumen de los 58 QTL encontrados para caracteres de
calidad comercial e industrial, mas los cinco QTL detectados para rendimiento, indicando el tipo
de ambiente en que fue encontrado cada QTL. La tabla 5.4.14.2 (b) resume los QTL encontrados
para temperatura de canopeo Y respuesta al fotoperiodo.

Tabla 5.4.16. (a y b). Ambientes en que fueron detectados QTL para cada caracter, indicando el
tipo de ambiente. Verde: sin estrés, Amarillo: estrés moderado. Naranja: estrés intenso. Rojo:
estrés severo. En celeste se indican los QTL detectados en todos los ambientes.

a)
Rendimiento T0D0s [ cAB10] TA210 [EGEH
Calibre TODOS| LD11 | TA110
Proteina CAB10 [TODOS | TA210 | TA11 | CAB10 -TA110 TODOS [TA11|TAO7 | TODOS | TODOS [TA07 | TA110
Hum remojo PU11 | TAO8 | PU11 | CABO8 [ CAB10 [TODOS| LD10
Dureza TODOS| PU10 | TA11l [ PU10 |TODOS| LD10 | PU10 | TA11 |TODOS|PU10|LD11
Extracto TODOS| TAO8 | TA10 |TODOS
FAN PU10 | LD11 |TODOS
Glucanos TODOS| LD11 | PU10 | LD11 [TODOS
Hartong LD10 [ LD11 [TODOS
Viscosidad TODOS
Atenuacion PU11 [ TA1l | PU11
b)
Tempertura de Canopeo TA 07 LD10 [ TA111 | TA211 | TODOS
Respuesta al Fotoperiodo
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La figura 5.4.1 muestra la posicion de los QTL encontrados. La longitud de los trazos
indican el intervalo y el espesor de ellos indica el porcentaje de explicacion de la varianza: los
trazos finos indican una PEV menor al 10% Yy los trazos gruesos un PEV mayor al 10%. En los
cromosomas 2HS y 6 no se detectaron QTL.

Los caracteres son:

HUMEDAD DE SALIDA DE REMOJO

RENDIMIENTO I <

CALIBRE I <

PROTEINA I <

TEMP CANOPEO I <

FOTOPERIODO I <
I

DUREZA DE MALTA

EXTRACTO | | <

VISCOSIDAD | I <
<

FAN

GLUCANOS

INDICE DE HARTONG

ATENUACION LIMITE APARENTE
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Figura 5.4.1 Mapa de ligamiento de cebada
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’ Hartong, FAN: Aminoacidos libres, FOTOP:
1660-11———— Fotoperiodo, EXTR: Extracto, REM: Humedad
tesots de salida de remojo, DUR: Dureza de malta,
TCAN: Temp de canopeo; PROT: Proteina %,
REND: Rendimiento, ALA: Atenuacién limite
—22,22 aparente, GLU: Glucanos. El espesor de las
lineas al lado del marcador indica si se trata de
Bmac213 un qtl de efecto mayor (PEV > 10%) o de efecto
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5.5 Discusion
5.5.1 Distorsion de segregacion

La distorsion de segregacion (DS) es el fendmeno por el cual las frecuencias genotipicas
de las progenies son diferentes de aquellas esperadas por la segregacion mendeliana (Lu et al.,
2002), la cual puede ser causada por competencia gametofitica, aborto de gametas o cigotos,
recombinaciones no homologas, elementos transponibles y agentes ambientales (Xianjun et al.,
2011). Dicha distorsion se produce frecuentemente en plantas derivadas del cultivo de anteras,
sugiriendo que las regiones con distorsion podrian contener genes que afectan la supervivencia
de las anteras (Manninen, 2000).

Los desvios de las tasas de segregacion mendeliana fueron informados en varias especies,
entre ellas maiz (Bentolila et al., 1992), arroz (Harushima et al., 1996) y cebada (Graner et al,
1991; Heun et al, 1991; Thompson et al, 1991; Zivy et al, 1992; Devaux et al, 1995).

Zivy et al. (1992) plantean la necesidad de verificar si las técnicas de produccion de
plantas doble haploides producidas in vitro (cultivos de gametofitos masculinos y femeninos o
rescate de embriones luego de la hibridacion interespecifica Hordeum vulgare x H. bulbosum
inducen presién de seleccion que conduce a distorsiones de segregacion.

En cebada es posible obtener plantas haploides a través de cultivo de anteras, cultivos de
microsporas 0 eliminacion cromosémica seguida de una hibridacion interespecifica con
Hordeum bulbosum (Pickering y Devaux, 1992). El método de obtencién de DHSs resulta un
factor importante de distorsion, observandose menor distorsion con la técnica de cruzamiento por
Hordeum bulbosum gue con cultivo de anteras (Li et al., 2010).

Existen ejemplos de trabajos en los que se sostuvo la hipotesis de no seleccion causada
por el cultivo in vitro de cebada (Powell et al, 1984; Doll et al, 1989). Sin embargo, Furusho et
al. (1990) observaron desvios de la segregacion 1:1 en la resistencia a oidio de la cebada
(Powdery mildew) en lineas DH derivadas de plantas F1, y Zivy et al. (1992) también
encontraron desvios de la relacion de segregacion 1:1 al menos en un segmento cromosémico.

Con la técnica de cultivo de anteras se observé distorsion a favor del padre que manifesto
una mayor capacidad de regeneracion, por lo que se sugirié que las areas distorsionadas podrian
contener genes que favorecieran la obtencién de plantas (Manninen, 2000). Es decir, que la
distorsion no seria causada por otros factores, como variacion somaclonal por ejemplo, sino por
la existencia de areas gendmicas que afectan la tasa de supervivencia de las anteras en cultivo in
vitro, y en consecuencia, la capacidad de regenerar plantas (Barua et al. 1993). Dos regiones en
cromosomas 2H y 4H se asociaron con la respuesta androgénica, tres regiones en 2H (dos areas)
y 3H con la tasa de regeneracion, y una region en 4H con la duplicacion espontanea. Las
regiones cromosémicas que controlaron la respuesta androgénica y las regiones con DS no
fueron siempre las mismas (Manninen, 2000).

En un trabajo de Sayed et al. (2002) se compararon dos poblaciones obtenidas del mismo
cruzamiento, una poblacion de DH y una poblacion de F,. La poblacion DH mostr6 una
distorsion mucho mayor que la obtenida en la F2 (44,2% y 16% respectivamente)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, previamente al mapeo cromosomico fue necesario
realizar una seleccién de marcadores con segregacion 1:1 (para doble haploides), ya que la
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desviacion de las frecuencias genotipicas observadas respecto de las frecuencias Mendelianas,
podria distorsionar los andlisis genéticos posteriores (Lu et al., 2002).

En esta tesis se decidié realizar el mapeo con marcadores que tuvieran una segregacion
en un rango entre 1:0,7 a 1:1,3 (ampliando la relacion esperada de 1:1), con valores de chi
cuadrado que estuvieron asociados a probabilidades de aceptacién hasta 0,52%. De haber
utilizado marcadores con valores de chi cuadrado iguales o menores a 3,84 (aceptacion al 5% de
probabilidad), de los 360 marcadores totales (AFLP+SSR), solamente se hubiesen empleado en
el mapeo un total de 123 marcadores. Los 231 marcadores mapeados representan el 64,2% del
total, descartando el 35,8 por mayor distorsion. Esta proporcion coincide con el rango de
distorsion superior encontrado por Li et al. (2010), quienes investigando cuatro poblaciones de
cebada determinaron un rango de distorsion entre 15% y 38%.

5.5.2 Mapeo de marcadores

Realizar un mapa de ligamiento es un prerrequisito para muchos analisis genéticos (Liu et
al., 1996). Estos mapas encuentran una variedad de usos, no solo en mejoramiento sino también
en investigacion gendémica. Han sido extensamente utilizados en estudios comparativos y de
organizacién de genomas, ademas de la identificacién y mapeo de genes y de locus de caracteres
cuantitativos (QTL) morfoldgicos, fisioldgicos y de interés econdmico (Varshney et al., 2007).

Cebada (Hordeum vulgare) es una de las especies mas importantes del mundo y ha sido
sujeto de estudios genéticos importantes. Es una especie diploide (2n = 2x = 14),
mayoritariamente autdgama y con un tamafio de genoma de 5,3 x 10° /1C (Ramsay et al., 2000).

Los primeros marcadores moleculares utilizados en cebada para construir un mapa fueron
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), aplicados al genotipado de las poblaciones
Igri x Franka (Graner et al., 1991) y Steptoe x Morex (Kleinhofs et al., 1993).

Posteriormente, los marcadores fueron reemplazados por marcadores basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como los AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphisms), los SNP (Single Nucleotids Polymorphisms) y los SSR (Single Sequence
Repeats) o microsatélites (Marcel et al., 2007).

En esta tesis, se utilizaron marcadores AFLP y SSR disponibles en el Laboratorio de
Geneanalysis del Bayerische Landsanstalt fiir Landwirschaft, Alemania, para el mapeo de los
mismos en la poblacion Mut 6519 x Aspen.

Los marcadores SSR tienen informacion previa de su ubicacion en el genoma de cebada,
y eso permite identificar los grupos de ligamiento en asociacion con los cromosomas. Los grupos
de investigacién que desarrollaron los microsatélites utilizados fueron Scottish Crop Research
Institute (Bmac), Leibniz-Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research-IPK (GBM,
GBMS), Virginia Polytechnic Institute (HVM) y Max Planck Institute (HVGene name)
(Varshney et al., 2007).

Con el fin de comparar el mapa obtenido en esta tesis con otros publicados, se realiz6 una
blusqueda de mapeo con microsatélites para detectar la coincidencia de ordenamiento y
distancias.
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Ramsay et al. (2000) public6 un trabajo de mapeo con SSR basado en 10 poblaciones,
ocho cebadas primaverales, seis cebadas invernales, y dos lineas de Hordeum spontaneum. De
los 19 microsatélites que se mapearon en esta tesis, siete de ellos fueron mapeados también en
dicho trabajo, en los cromosomas 2, 4, 5, 6 y 7. Los SSR HVYM3 y HYMLOH1a del cromosoma
4 y Bmag0223 y EBmac0824 del cromosoma 5 coincidieron en el orden dentro del cromosoma.
Los restantes tres microsatélites, no pudieron ser comparados en el orden por encontrarse cada
uno en un grupo de ligamiento separado.

Li et al. (2003) maped 127 nuevos microsatélites en dos poblaciones ya conocidas y
mapeadas (Steptoe x Morex y Igri x Franka), con solamente dos microsatélites coincidentes
(Bmac213 en cromosoma 1 y GBMS138 en cromosoma 3). Varshney et al. (2007) realizaron un
mapa de consenso de cebada con 775 microsatélites, integrando seis mapas diferentes
procedentes de poblaciones ‘Igri x Franka’, ‘Steptoe x Morex’, ‘OWBRec x OWBDom’, ‘Lina x
Canada Park’, ‘.94 x Vada’ y ‘SusPtrit x Vada’. Este mapa totaliza 1068 cM, con un promedio
de 1,38 cM/marcador.

Continuando con la idea anterior, se compard la ubicacion de los microsatélites que
fueron utilizados en los dos trabajos, el mapa consenso y esta tesis.

En la tabla 5.5.1 se comparan las distancias de los intervalos entre marcadores comunes, a
excepcion del marcador ubicado en el cromosoma 3 que se encuentra aislado, y por ello no hay
intervalo para comparar. En el mapa consenso las distancias se indican desde el extremo superior
del grupo de ligamiento, sin ubicacion del centromero. En esta tesis, los grupos de ligamiento se
individualizaron por brazo (corto o largo) de cada cromosoma. Por ejemplo, en el cromosoma 1,
los marcadores GBM1007 y Bmac0213 se ubicaron en el brazo largo, y en ambos trabajos se
observa que ambos estdn muy ligados (4,3 y 0,75cM respectivamente), mientras que el marcador
Bmac0090 se ubicd en el brazo corto del mismo cromosoma y la distancia a los otros marcadores
en el mapa consenso es mayor (32,9cM).

Tabla 5.5.1. Comparacién de intervalos entre marcadores en el mapa consenso Yy esta tesis

Intervalo Cromosoma Distancia Consenso Distancia Tesis
GBM1007-Bmac0213 1 4,3 0,75
Bmac0213-Bmac0090 1 32,9 brazo diferente
Bmac0134-HVM36 2 20,1 24,2
HVM36-Bmag0350 2 45,6 brazo diferente
GBMS138 3 marcador aislado marcador aislado
HVMO03-HVMLOH1a 4 44 brazo diferente
Bmac0163-Bmac0096 5 154 8,33
Bmac0096- Bmac0223 5 33,8 brazo diferente
Bmac0223-EBmac0824 5 38,8 67,87
HVM65-Bmag0496 6 1,7 0,74
Bmag0496-GBM1008 6 31,6 28,98
GBM1033-HVCMA 7 0,5 0,71

Los marcadores Bmac0134 y HVM36 estan separados por distancias similares en ambos
mapas, 20,1y 24,2cM, ubicados en el brazo corto del cromosoma 2. En el mismo cromosoma, el
mapa consenso ubica a Bmag0350 a 45,6cM de HVM36, pero dicho marcador se encuentra en el
brazo largo, por lo cual quedo ubicado en un grupo de ligamiento diferente.
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A excepcion del intervalo Bmac0223-EBmac0824, que tiene una separacion entre
marcadores de 38,8cM en el mapa consenso y 67,87cM en esta tesis, aquellos marcadores con
distancias mayores a 32cM en el mapa consenso se ubican en brazos diferentes en la tesis,
aunque identificados en el mismo cromosoma. Esta distancia mayor en el intervalo (38,8 y
67,87cM) se debe a una baja densidad de marcadores ubicados en el brazo largo del cromosoma
5. Si bien las distancias entre marcadores mostraron ligamiento, los intervalos entre ellos
tuvieron valores aproximados a los 20cM, mientras que en el mapa consenso la densidad en ese
mismo intervalo es de 1,84cM.

La mayoria de los estudios de QTL en especies vegetales han sido conducidos con
poblaciones biparentales. Cruzando plantas con una alta diversidad en la segregacion de los
caracteres de interés y usando las poblaciones segregantes (por ejemplo, F2, DHs o RILS) se
busca la posibilidad de mapear loci de caracteres cuantitativos. Las poblaciones biparentales son
valiosas por el alto poder de deteccion de QTL, pero su mayor debilidad es la baja resolucion de
mapeo (es decir, grandes intervalos genéticos) debido a las limitadas oportunidades de
recombinacion (Sannemann et al., 2015).

Los marcadores muy ligados en el mapa consenso, definidos por la corta distancia entre
ellos (GBM1007-Bmac0213, Bmac0134-HVM36, Bmac0163-Bmac0096, HVM65-Bmag0496,
GBM1033-HVCMA), se ubicaron también intimamente ligados en esta tesis.

5.5.3 QTL para los caracteres agronémicos estudiados.

El mejoramiento genético de especies cultivables resulta imprescindible para alimentar a
una poblacién mundial en continuo crecimiento. Se estima que para el afio 2050 dicha poblacion
alcanzara 10 mil millones de personas (Gill y Tuteja, 2010). EI mejoramiento genético en el siglo
XX ha contribuido significativamente al incremento y a la estabilidad de los rendimientos, como
asi también, a alcanzar niveles de tolerancia a diversos estreses abidticos (Khush, 2001).
Incrementar ain més la tolerancia a tales condiciones resultaria ser la mejor opcién para
aumentar y sostener la produccion de los cultivos (Gill y Tuteja, 2010). Entre todos los estreses
abioticos que limitan el rendimiento, la sequia es uno de los mas importantes en agricultura
(Cattivelli et al., 2008).

En el caso de Argentina, la mayor dificultad en la selecciobn de genotipos con
rendimientos y tamafios de granos estables, es la variabilidad climatica que se observa entre
afios. Si bien las isohietas demarcadas en la Provincia de Buenos Aires muestran una
disminucion de las precipitaciones de este a oeste, frecuentemente ocurren situaciones de estrés
por falta de lluvias en regiones normalmente mas humedas, y a la inversa, en algunos afos se
registran niveles de precipitaciones muy adecuados para lograr altos rendimientos en zonas
usualmente identificadas como mas secas.

Estas variaciones climaticas llevan a la necesidad de buscar métodos alternativos de
selecciéon que permitan neutralizar los efectos ambientales, es decir, la utilizacion de caracteres
de alta heredabilidad que tengan relacion con el rendimiento, y también, la basqueda de QTL que
puedan explicar una alta proporcién de la varianza fenotipica.
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El andlisis de QTL es una herramienta poderosa en agricultura y en otras disciplinas.
Provee informacion de la ubicacion cromosémica de un determinado locus y puede ser aplicada
en programas de mejoramiento utilizando seleccion asistida por marcadores (Zhang et al., 2016).
La cantidad de publicaciones que reportan la identificacion de nuevos QTL ha sido muy elevada
en los ultimos afos. Sin embargo, muy pocos de estos QTL han podido ser utilizados
eficientemente en seleccion asistida debido, entre otras causas, a una limitada asociacion
caracter-marcador (William et al., 2007), al fondo genético, a la interaccion genotipo x ambiente,
y a los efectos modestos de alelos de efecto cuantitativo en rendimiento (Slafer, 2003). Ademas,
frecuentemente se encuentran inconsistencias en los resultados de tratamientos, ambientes y afios
de ensayos. Por ejemplo, Kindu et al. (2014), intentando mapear QTL de eficiencia de uso de
nitrdgeno en una poblacion RIL encontraron que ninguno de los QTL detectados para un
determinado caracter en un afio se expresaron en otro.

Un preciso fenotipado por tolerancia a sequia continta siendo un desafio para los
mejoradores (Hu y Xiong, 2014). No obstante, atin con fenotipados precisos, la gran mayoria de
los QTL que determinan el fenotipo no pueden ser detectados. Tuberosa (2012) compara este
hecho con un iceberg, en el que gran parte de la masa no es visible en la superficie del mar. Asi,
la mayoria de los factores genéticos que controlan caracteres cuantitativos se “resisten” a ser
detectados porgue sus efectos son demasiado pequefios como para ser evidenciados a un nivel
estadisticamente significativo (Tuberosa, 2012).

Una de las posibles desventajas de los marcadores moleculares es que el ligamiento
genético entre un marcador de ADN y el alelo del locus objetivo, puede ser roto por
recombinacion genética, aunque un QTL/gen puede ser etiquetado por dos marcadores
flanqueantes para reducir el riesgo de recombinacion. Ademas, un mapeo preciso de QTL (es
decir, con intervalos pequefios) es un prerrequisito para mejorar la eficiencia de seleccion. Estas
dificultades intrinsecas, junto con la naturaleza poligénica de la tolerancia a sequia y la
interaccion con el ambiente, hace que la seleccion asistida por marcadores moleculares sea
extremadamente dificil (Francia et al., 2005).

El rendimiento final de un cultivo es el producto de muchos procesos de crecimiento y
desarrollo que suceden a lo largo de la vida del individuo, con genes multiples que tienen efectos
directos e indirectos (Slafer, 2003). Los QTL que determinan caracteres favorables para
condiciones ambientales particulares, pueden ademéas tener efectos indirectos sobre el
rendimiento, por ejemplo, la respuesta a fotoperiodo. Es l6gico pensar que muchos QTL podrian
ser detectados por su efecto indirecto para rendimiento (Cuesta-Marcos et al., 2009).

Particularmente, en esta tesis se detectaron dos QTL de efecto mayor para rendimiento en
los cromosomas 4 y 5, en dos ambientes diferentes desde el punto de vista climatico: Tres
Arroyos 22 siembra 2010 y Puan 2008, el primero sin deficiencia de agua y temperaturas medias
cercanas al promedio historico, el segundo con déficit hidrico y temperaturas medias superiores
al promedio. Analizando los datos a través de todos los ambientes ensayados, se detecté un QTL
en el cromosoma 5 con un nivel de significancia muy alto (LOD=8,48), pero debido a la alta
variabilidad ambiental la explicacién de la varianza fenotipica fue de sélo 1,7%.

Tondelli et al. (2013), evaluando 18 ambientes (combinacién sitios/afios) detectaron
varias regiones genomicas donde se asocian rendimiento y adaptacion a la regién mediterranea
en términos de fenologia. EI QTL para rendimiento mas importante fue detectado en el
cromosoma 2, ligado a un gen de precocidad (EPS 2). Quizas este caso sea un ejemplo de lo
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discutido por Cuesta-Marcos et al. (2009) en el sentido que algunos QTL pueden ser detectados
por su efecto indirecto, en este caso, precocidad en condiciones mediterraneas.

El segundo QTL en importancia detectado por Tondelli et al. (2013) fue encontrado en el
cromosoma 5, asociado al gen de vernalizacion VRN-H1. En el mismo cromosoma se detectaron
cuatro QTL mas, con niveles de explicacion de la varianza entre 11,7% y 19,4%. Y finalmente,
en el cromosoma 4 se detectd un QTL para fecha de espigazon, relacionado con el gen de
vernalizacion VRN-H2, que explico el 7,2% de la varianza y que podria estar relacionado
también con rendimiento.

En esta tesis se encontré un QTL en el brazo largo del cromosoma 5 para respuesta a
fotoperiodo, en la misma posicion que el QTL detectado para rendimiento (posicién 23 cM del
GL 14 y posicion 23,2 cM en el mismo GL). Esta asociacion es relativamente frecuente en la
literatura debido a que la sensibilidad fotoperiodica afecta el momento de la espigazon y por lo
tanto las condiciones que el cultivo explora en el periodo critico modificando el rendimiento. No
hay asociacion directa entre el QTL (0 gen) y el rendimiento sino que esta mediada por la
modificacion en el ambiente del periodo en el que se define el rendimiento.

Si bien, lamentablemente no es posible asociar el mapa obtenido con el mapa de
Tondelli, el marcador Bmac 0223 del cromosoma 5L es comdn en ambos mapas, y en el primero
se encuentra cercano a QTL de rendimiento y fecha de espigazén. EI SSR Bmac 0223 se
encuentra a 67,27 cM del SSR Ebmac 824, mientras que en el mapa consenso de Varshney et al.
(2007) ambos marcadores estan separados 38,8 cM en el mismo orden, lo que indicaria una
correcta ubicacion del marcador. No es posible comparar las distancias entre el mapa de esta
tesis y el de Tondelli, porque este autor identifica grupos de marcadores por bins y no por
distancia genética. Excepto Bmac 0223, no hay otros marcadores comunes entre los mapas de
Tondelli y el consenso de Varshney.

Mohammadi et al (2005) encontraron en una poblacion biparental de 158 DHs (Wi 2291
x Tadmor) QTL asociados a caracteres de resistencia a sequia utilizando marcadores AFLP vy
SSR. Uno de ellos, relacionado a dias a espigazén, estuvo asociado al microsatélite Bmac163 en
el ambiente Breda, con una explicacién de varianza fenotipica del 8%, y al microsatélite Bmac96
en el ambiente Tel Hadya, con una explicacion de 6%. Ambos marcadores, fueron mapeados
también en esta tesis en el brazo corto del cromosoma 5, y se encontraron asociados a QTL de
rendimiento, temperatura de canopeo, proteina y dureza de malta.

En el analisis de tamafio de los granos, se identificaron dos QTL sin identificacion
cromosdmica (por falta de microsatélites mapeados en esos GL) en dos ambientes
independientes, y cuando se analiz a través de todos los ambientes, se detectdo un QTL en el
cromosoma 1HL con una explicacion de la varianza de solamente 1,5% (LOD=8,85). Este QTL,
en la posicion 50,1cM y ubicado a 19,7c¢M del marcador Bmac0213, se encuentra cercano a dos
QTL de peso de grano en el mapa de Tondelli et al. (2013) (Bins 7, 8 y 9).

Zhang et al. (2016) realizd un meta-analisis resumiendo los principales QTL encontrados
para diferentes tipos de estreses abidticos en cebada. Para sequia, un total de 72 QTL de efecto
mayor se encontraron distribuidos en los 7 cromosomas, que incluye: floracion temprana,
concentraciones de K*, senescencia de hojas, sistema radicular, contenido relativo de agua, ajuste
osmotico, vigor de plantula, longitud de llenado de los granos, altura de planta, longitud y
extrusion de pedunculo, carbohidratos solubles, y caracteres relacionados con rendimiento.
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Comparando dicho meta-analisis con el mapa obtenido en esta tesis, se observaron en el
cromosoma 1 dos marcadores coincidentes (Bmac 213 y GBM 1007) distanciados 4cM y
0,75cM. En 19,9cM se detectd un QTL de respuesta a fotoperiodo, que podria corresponderse
con el Meta-QTL1H.4 que incluye caracteres como tiempo a floracion y longitud de llenado de
los granos.

En el 4to cuartil para rendimiento, la linea Mut 6519 y Aspen tuvieron promedios de
rendimiento de 1500 kg/ha y 1466 kg/ha respectivamente, con un promedio de rendimiento de la
poblacion de 1722 kg/ha, superando el rendimiento de las lineas parentales. Pero en el ler.
cuartil, Aspen superé a Mut 6519 en 726 kg/ha (5866 vs. 5139 kg/ha), y al promedio de la
poblacion en 450 kg/ha (5866 vs. 5416 kg/ha). Se observa que a medida que la calidad ambiental
disminuye (suponiendo situaciones de mayor estrés), la diferencia entre las dos lineas parentales
disminuye. En el ambiente Puan 2008 (3er. cuartil), donde se detectd uno de los QTL para
rendimiento en el cromosoma 5, Aspen superdé a la linea Mut 6519 en 114,5 kg/ha, valor cercano
al efecto de sustitucion del alelo favorable en el analisis de QTL (132,7 kg/ha). Si bien la linea
Mut 6519 posee caracteristicas de ciclo y fisioldgicas relacionadas con una mayor tolerancia al
estrés por sequia, el mayor potencial de rendimiento de Aspen permite que, ain en los ambientes
de menor calidad iguale el rendimiento de la primera, pudiendo expresar tal potencial en los
ambientes sin estrés y asi, superar a Mut 6519. De acuerdo con Jones (2007), los QTL que
controlan los caracteres relacionados con rendimiento bajo estrés podrian ser los mismos QTL
relacionados con caracteres asociados a rendimiento, méas que los QTL que otorgan tolerancia al
estrés. Esta afirmacion explica por qué ain en condiciones de estrés, aquellos genotipos de
mayor potencial obtienen rendimientos similares a las lineas que son tolerantes a dichas
condiciones. Para el caso de las regiones productores de cebada de Argentina, una estrategia de
estabilidad de rendimiento podria ser la seleccion de los genotipos de mayor rendimiento en
ambientes de alto potencial, ensayando solamente tales genotipos en situaciones de estrés con
posterior seleccion.

5.5. 4 Discusion sobre QTL para los caracteres de calidad estudiados.

El mejoramiento genético de cebada cervecera posibilitd, a través de métodos
convencionales, el desarrollo de un elevado numero de variedades de buena calidad industrial en
todo el mundo. Debido a que dicha calidad es un caracter complejo controlado por muchos
genes, la seleccion fenotipica se dificulta debido a la alta interaccion genotipo x ambiente,
ademas de la complicacion que representa la necesidad de micromaltear y analizar la malta
obtenida. En los ultimos afios, las tecnologias moleculares y el anélisis de QTL han jugado un rol
central en la deteccidn de loci que reflejan caracteres complejos como la calidad (Zhou et al.,
2016). Aunque aun no se ha podido explotar totalmente, por las mismas razones expuestas para
rendimiento, la seleccion asistida por marcadores resultaria un método muy eficiente para
acelerar el proceso de mejora. Debido a la importancia econdémica de la calidad industrial de
cebada, se han desarrollado muchas poblaciones para el mapeo de QTL de calidad, por ejemplo,
Harrington x TR 306 (Mather et al. 1997), Steptoe x Morex (Hayes et al. 1993), Galleonx
Haruna Nijo (Collins et al. 2003), Arapiles x Franklin (Panozzo et al. 2007), Triumph x Morex
(Elia et al. 2010), entre otras.

En la poblacion Mut 6519 x Aspen de esta tesis se detectaron 57 QTL de calidad,
distribuidos principalmente en los cromosomas 1HS, 2HL, 4 HL y HS, 5 HL y HS y 7, ademas
de otros QTL identificados en grupos de ligamiento que no pudieron asociarse con cromosomas
por falta de marcadores microsatélites en esos grupos. Esta distribucion de QTL y concentracién
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en algunos de los cromosomas, coincide con el trabajo de Zale et al. (2000), quién resumiendo
los QTL de calidad industrial mapeados en nueve poblaciones encontrd que las regiones
cromosomicas con presencia de QTL estuvieron especialmente concentrados en los cromosomas
1,2,4,5y7.

Los QTL para proteina que aportaron mayor explicacion fenotipica se detectaron en los
cromosomas 3HL, 4HS y GL19 en los ambientes Cabildo 2010, Tres Arroyos 2011 y Tres
Arroyos 2007, en los que no hubo déficit de agua durante el llenado de los granos. Las
poblaciones con QTL detectados para proteina en los mismos cromosomas fueron
Blenheim/E224-3 y Steptoe/Morex (3H), y Dicktoo/Morex, Steptoe/Morex, Harrington/TR306
y Harrington/Morex (4H) (Zale et al, 2000).

Desde un punto de vista genético, los genotipos de bajo nivel de proteina en los granos
son deficientes en hordeinas, la fraccion de proteina de reserva presente en mayor proporcion
(Dailey et al. 1988). Los andlisis genéticos muestran que todas las hordeinas son codificadas por
genes estructurales del cromosoma 5 de cebada. Las hordeinas B y C son codificadas en loci
ligados, designados Horl y Hor2 respectivamente, ubicados en el brazo corto. La hordeina D se
codifica en el locus Hor3, ubicado en la region proximal del brazo largo. Los genes estructurales
que codifican para hordeinas y corresponden probablemente al locus Hor5, distal a Hor2 (Arias
etal., 1987).

Emebiri (2015) trabajando con un mapa saturado de marcadores EST-SSR (microsatélites
de secuencias expresadas) en el cromosoma 5HS de la poblacién VB9524 9 ND11231*12,
detectd un QTL de proteina muy ligado a los marcadores Bmacl63 y Bmac96. En esa misma
posicion se encontrd en esta tesis un QTL de proteina en el ambiente Tres Arroyos 1 2009
(ambiente seco), con una explicacion fenotipica del 8,7%. A solo 21,6cM del pico maximo del
QTL de proteina se detecté un QTL de temperatura de canopeo. Los efectos de sustitucion de
ambos QTL son positivos (0,421 y 0,29 respectivamente), lo que estaria indicando que la
presencia de estos QTL disminuye el nivel de proteina en 0,42% y la temperatura de canopeo en
0,29 °C.

En el trabajo de Emebiri (2015), grupos de genotipos con alelos de alta y baja proteina en
el cromosoma 5H y con mismos dias a floracion, tuvieron cantidades similares de materia seca
acumulada en las espigas en antesis. Durante el llenado de los granos, el grupo de baja proteina
acumulé menos nitrégeno en las espigas y mas materia seca que el grupo de alta proteina. En
madurez, la longitud promedio de las espigas fue mayor en el grupo de baja proteina, dando
mayor cantidad de granos por espiga. Esto sugiere que una dilucion de N absorbido por el cultivo
en mayor cantidad de granos puede ser la primera base fisioldgica del efecto del QTL en la
region genomica de 5HS.

Muy ligado al QTL de proteina en el cromosoma 5HS se detectd un QTL de rendimiento
a través de todos los ambientes con un efecto de sustitucidon negativo. De esta manera, se observa
la relacion opuesta entre rendimiento y proteina, de acuerdo a la explicacion obtenida por
Emebiri (2015).

Ligado al marcador Bmac163 también se encontr6 un QTL de efecto mayor para el
caracter Dureza de Malta. En el rango 37,7-0cM (ubicacion de Bmac 163, segun el mapa
consenso de Varshney, 2007, y el pico del QTL de dureza), el mapa fisico de cebada indica la
presencia de un gen de la enzima Glucan endol,3-beta glucosidasa. Esta enzima actla en la
descomposicion de las paredes celulares de cebada que, junto a la matriz proteica, forman la
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estructura fisica del endosperma. El esfuerzo de molienda debido a esta estructura fisica es lo
que se denomina dureza de malta.

En el brazo corto del cromosoma 4 se detectaron varios QTL ligados al microsatélite
HVMO3 (posicion 58,3cM en el mapa consenso) para proteina, atenuacion limite aparente
(porcentaje de azUcares fermentables en el mosto), B-glucanos y viscosidad de mosto. EI mapa
fisico de cebada muestra en el intervalo 30-70cM (alrededor de HVYMO03), una serie de enzimas
relacionadas con el metabolismo de los azucares, incluyendo la descomposicién de los B-
glucanos: Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 7 (posicion 35cM), endo-1,4-beta-glucanasa
(43cM), Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 5 (51cM), Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 7(57
cM), Alfa-glucosidasa (6 cM) y Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 4 (62cM). Més alejado de
HVMO3 (posicion 1cM de cromosoma 4) esta ubicado fisicamente un gen de la enzima B-
amilasa.

Las paredes celulares de varias especies de cereales estan caracterizadas por la presencia
de (1,3, 1,4) B-glucanos, que son polisacaridos de cadenas ramificadas y no ramificadas de
residuos B-D-glucosil unidos por enlaces 1,3 y 1,4 glucosidicos. Particularmente en cebada, las
paredes celulares del endosperma son ricas en (1,3, 1,4) B-glucanos, con un rango entre 3%y 7%
en peso, en cultivares para uso industrial hasta uso forrajero (Kato et al., 1995). Existe mucho
interés en los niveles de B-glucanos en los granos de cebada, principalmente debido a las
dificultades de filtracion atribuidas a este compuesto durante el proceso cervecero (Wong et al.,
2015). Dicha dificultad se genera por la descomposicion incompleta de los compuestos B-
glucanos a partir de las paredes celulares, quedando solubilizados en el mosto los llamados B-
glucanos de alto peso molecular, que producen mostos con mayor viscosidad. En el cromosoma
4HS del mapa de QTL de esta tesis, un QTL detectado para B-glucanos y otro para viscosidad se
encuentran distanciados a solo 1,3cM, ambos detectados a través de todos los ambientes. Varias
de las enzimas ubicadas en el mapa fisico en el intervalo 30-70cM estan relacionadas con esta
descomposicion.

En el mismo intervalo la enzima a-glucosidasa participa en la conversion de maltosa a
glucosa. La descomposicion del almidén del endosperma de cebada ha sido estudiada
intensamente en el contexto del proceso cervecero. Cuatro enzimas estan involucradas en la
conversion de almidon hasta glucosa: a-amilasa (endo-enzima, que corta al azar las cadenas de
amilosa y amilopectina), B-amilasa (exo-enzima, que corta en los extremos no reductores
generando maltosa), dextrinasa limite (que corta los enlaces 1-6 de las ramificaciones de la
amilopectina) y a-glucosidasa (que corta enlaces 1,4 generando moléculas de glucosa)
(Bamforth, 2009).

Ampliando el intervalo alrededor de HVMO03 hasta el origen del cromosoma 4HS, en
22cM se encuentra el gen de B-glucosidasa (enzima que actaa sobre los enlaces f-1,4 que unen
dos glucosas 0 moléculas con sustituciones de glucosa) y en 1cM B-amilasa, que es una proteina
existente ya en los granos no germinados de cebada (Yoshigi et al., 1995). Posiblemente el
conjunto de QTL detectados en esta tesis en 4 HS (proteina, atenuacion, B-glucanos y
viscosidad), estén relacionados con la presencia de los genes que codifican para estas enzimas.

En el brazo largo del cromosoma 4 se mape6 el marcador HYMLOH1a, ligado a QTL de
proteina, dureza de malta y atenuacion. El mapa de Varshney et al. (2007) ubica a este marcador
en la posicion 102,3cM. En el mapa fisico, a 10cM se encuentra un gen de la enzima -amilasa,
qgue claramente se relaciona con la produccién de azlcares fermentables en el mosto
(atenuacion).
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Comparando los QTL obtenidos en el cromosoma 4 con los mapas de otras poblaciones,
se observa que en Calicuchima-sib/Bowman (poder diastasico, a-amilasa), Chebec/Harrington
(poder diastasico, a-amilasa y actividad de -amilasa), Clipper/Sahara (actividad de p-amilasa),
Dicktoo/Morex (proteina, poder diastasico, a-amilasa, diferencia de extracto fino-grueso -
caracter no medido en esta tesis, pero muy relacionado con dureza de malta-), Galleon/ Haruna
Nijo (actividad de B-amilasa), Harrington/TR306 (proteina), Steptoe/Morex (B-glucanos en
malta, actividad de B-amilasa, poder diastasico, a-amilasa, proteina, y actividad de B-glucanasa),
Harrington/Morex (proteina), hay una alta coincidencia de caracteres relacionados con la
actividad de hidrdlisis de almidon y de B-glucanos.

El hecho que varios caracteres de calidad aparecen juntos podria indicar efectos genicos
pleiotropicos, o alternativamente, la presencia de clusters de genes. Por ejemplo, los mapas
muestran que el poder diastasico estd asociado a menudo con la actividad de a y B-amilasa. Sin
embargo, hay casos de poder diastasico no asociado con sus enzimas componentes. Esto puede
deberse a que las enzimas no se analizaron independientemente o debido a la falta de
polimorfismo en las poblaciones de mapeo. Mientras que hay QTL que son similares entre
poblaciones, hay otros que estan presentes en forma Unica (Zale et al., 2000). En esta tesis, el
caracter medido para actividad amilolitica fue atenuacion limite, como producto de la accion
conjunta de varias enzimas. Igualmente, en el cromosoma 4 se detectaron dos QTL para proteina
y dos QTL para atenuacion, muy ligados a los primeros.

Dado que los determinantes de la calidad estan distribuidos a lo largo de todo el genoma
de cebada, se debe tener cuidado al elegir QTL para seleccion en los programas de
mejoramiento. Un criterio para ser aplicado podria ser la magnitud del efecto. Regiones
conservadas podrian ser objetivos de seleccion para mantener la calidad, aunque la seleccion de
regiones Unicas podrian conducir a nuevas mejoras (Zale et al., 2000).

En el cromosoma 2HL se detectaron tres QTL para dureza de malta, dos de ellos de
efecto mayor (PEV = 11,3% y 13,4%) en los ambientes Puan 2010 y Tres Arroyos 2011
respectivamente (ambos ambientes sin estrés por sequia), y uno a través de todos los ambientes,
todos con efecto de sustitucién negativo. Ligado a estos QTL se encuentra el marcador
Bmag350, ubicado a 76,6cM en el mapa de Varshney et al. (2007). En la misma posicion de
dicho marcador, se encuentra el QTL detectado en el ambiente Puan 2010. En el mapa fisico, en
la posicion 74cM, se encuentra un gen de la enzima Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa,
nuevamente relacionado con la descomposicion de los compuestos B-glucanos.

Ligado a estos QTL de dureza se mape6 un QTL para proteina en el ambiente Puan 2009
(estrés por sequia en llenado de grano) con efecto de sustitucion positivo, es decir, efecto
contrario a los QTL de dureza, explicado por la relacion opuesta entre proteina en grano y dureza
de malta. También un QTL de humedad a la salida de remojo (ambiente Tres Arroyos 2008, seco
durante el llenado de los granos) estuvo asociado con el QTL de proteina. El efecto de
sustitucion de este QTL tiene signo positivo como el QTL de proteina. Segin Emebiri (2015) un
porcentaje de proteina superior a 12% incrementa los tiempos de remojo y la humectacion es
heterogénea, lo que supone que a un mismo tiempo de remojo, el incremento de humedad de las
muestras es menor con niveles de proteina méas altos. Esto no se observd en los resultados
encontrados en esta tesis. Tomando como ejemplo dos ambientes, uno con estrés y otro sin
estres, los promedios de proteina y humedad a la salida de remojo en el ambiente Cabildo 2010
fueron 12,7% y 43,95%, con un coeficiente de correlacion proteina-humedad salida de remojo de
0,373, mientras que en Puan 2011, los promedios fueron 10,3% y 43,55% respectivamente, con
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un coeficiente de correlacion de 0,154. Tomando todos los ambientes, la correlacion entre los
promedios de proteina y los promedios de humedad de salida de remojo —de cada ambiente- es
0,038. Es decir, posiblemente existan factores genéticos y ambientales que tienen influencia en la
velocidad de ingreso de agua a los granos mas alla del nivel de proteina.

Para el caracter Extracto se detectaron cuatro QTL: uno en el cromosoma 1 HS, otro en el
cromosoma 3, y dos en el GL 12 (sin deteccion de numero de cromosoma). El primero se
encuentra a 23,2 cM de un QTL detectado para respuesta a fotoperiodo. Ambos QTL tienen
efecto de sustitucion positivo, esto es, la diferencia en unidades del caracter del genotipo AA
menos el genotipo aa, es positiva.

El segundo QTL detectado para extracto se encuentra a 40,4cM de un QTL de proteina en
el cromosoma 3HL. Es un QTL de efecto mayor (PEV=10,1) detectado en el ambiente Tres
Arroyos 2008 (sequia), mientras que el QTL de proteina dio una explicacion fenotipica del 9%
en el ambiente Cabildo 2010 (sin estrés).

Wang et al. (2015), trabajando con una poblacion de DHs generada a partir del
cruzamiento entre una variedad maltera Naso Nijo (Japdn) y una variedad forrajera TX9425
(China), detectaron dos QTL para extracto en los cromosomas 1 y 2. El primero, con una
explicacién de la varianza del 5%, y el segundo con una explicacion notablemente alta del 48,4%
(LOD=30,1). Posiblemente, este nivel de explicacion del QTL pueda deberse a la escasa
cantidad de ambientes en que esta poblacion fue testeada (2 sitios x 2 afios), y a la diferencia en
valores de extracto de los parentales (77,0% y 80,8%).

Zhou et al. (2016), encontraron un QTL en la posicién 119,4 del cromosoma 5 que
explico el 11,9% de la variacién de extracto. Estos autores trabajaron con una poblacion de DHs
generada a partir del cruzamiento entre una variedad australiana (Baudin) y una canadiense (AC
Metcalfe), ambas de muy buena calidad maltera, solamente en dos sitios en un mismo afio. El
QTL para extracto detectado se encuentra muy ligado al marcador GMS002 (118,8cM), que en
el mapa de Varshney et al. (2007) se encuentra mapeado en la posicion 183,8cM, en ambos
mapas en la region telomérica del brazo largo del cromosoma 5. No es posible comparar en este
caso esos dos mapas con el mapa de esta tesis debido a que en el cromosoma 5HL solamente hay
una porcion del cromosoma con microsatélites, pero hay dos fracciones que se ubicaron dentro
de 5HL por sugerencia del software MultiQtl al estar ligados los marcadores de los extremos a
una fraccion de recombinacion levemente mayor al umbral establecido para la construccion del
mapa (0,30). Se acept6d hasta un valor maximo de recombinacion de 0,37 para fusionar grupos
que se encontraban separados a frecuencias de 0,30. En el GL14, mapeado como parte del
cromosoma 5HL, en uno de los extremos se detectaron tres QTL de dureza de malta, uno de ellos
de efecto mayor, que es un caracter relacionado con extracto (proteina es un caracter opuesto a
dureza de malta y a extracto). Esta situacion de detectar QTL de caracteres relacionados ocurre
con frecuencia. Solo para citar un ejemplo, Cu et al. (2016) encontraron QTL para B-amilasa,
poder diastasico y atenuacion limite aparente ligados al gen Bmy1l en el extremo distal (brazo
largo) del cromosoma 4 (mapeado por Yoshigi et al, 1994). QTL para Indice de Kolbach
(relacion entre proteina soluble y proteina total de la malta), aminoacidos libres, B-glucanos y
viscosidad se detectaron en clusters en posiciones coincidentes en los cromosomas 1HS, 4HS,
7HS y 7HL, mostrando interdependencia entre estos caracteres. En este mapeo, se detectaron
QTL para extracto en los cromosomas 1, 3, 5, 6 y 7, con porcentajes de explicacién fenotipica
entre 4,1y 10,84%.
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En esta tesis, ligados al marcador HYMLOH1a en el cromosoma 4HL (posicion 102,3cM
del mapa consenso) se encontraron un QTL para proteina y otro para atenuacion limite, a una
distancia de 31cM del gen Bmy1 (posicion 133,3 del mapa consenso), coincidiendo con el mapa
de Cu et al. (2016) que encontraron los QTL mencionados en el parrafo anterior y que estan
relacionados a dicho gen.

Para el caracter Aminoacidos Libres (FAN) se encontraron tres QTL, uno en el
cromosoma 1HS (Puan 2010, ambiente sin estrés) y dos en el cromosoma 7 (uno en La Dulce
2011, ambiente sin estrés, y otro a traves de todos los ambientes). Este Gltimo QTL esta muy
ligado a los marcadores HYCMA y GBM 1033, que en el mapa consenso estan ubicados a 67,1 y
67,6cM del cromosoma 7. En el mapa de Zhou et al. (2016), en 121,9 se detectd el pico de un
QTL de FAN. En dicho mapa, existe un sector amplio sin marcadores entre 69,7 y 121,9cM. En
el mapa de Cu et al. (2016), se detectaron dos QTL en el cromosoma 7: uno de efecto mayor en
la posicion 73,26¢cM (13,90%), que podria estar relacionado con el QTL encontrado en esta tesis
(posicion 67,1cM) y otro en la posicion 109,11cM, que estaria mas cercano al QTL encontrado
por Zhou et al. (2016).

Para definir situaciones de estrés y no estrés, un criterio adecuado para cebada cervecera
es tener en cuenta el tamafio de los granos (denominado comercialmente “calibre” como
porcentaje en peso de los granos retenidos sobre una zaranda de 2,5 mm). Este atributo se define
durante la etapa de pre-antesis y fundamentalmente durante el llenado de los granos, y es una
condicion conocida que en afios 0 en zonas con déficit de lluvias durante esas etapas, el resultado
es un menor tamafio y peso de los granos. Considerando apropiado el criterio de Finlay y
Wilkinson (1963), tomando el promedio de rendimiento (o en este caso de calibre) como medida
de la calidad ambiental, se ordenaron los calibres de mayor a menor y se dividio la lista en cuatro
cuartiles, considerando el primer cuartil como ambientes 6ptimos, y el Gltimo cuartil como
ambientes con estres.

La clasificacién de la Tabla 5.4.14.2 muestra que 25 QTL fueron detectados en ambientes
sin estrés, ocho en ambientes con estrés moderado, seis en ambientes con estrés intenso, y siete
en ambientes con estrés severo; 17 QTL fueron detectados a través de todos los ambientes,
aungue la explicacion de la varianza fenotipica siempre fue muy baja cuando el analisis se
realizd con todos los ensayos.

Solamente para el caracter viscosidad se detectaron tres QTL en un unico ambiente con
estrés severo (Puan 2008). En el resto de los QTL encontrados, los ambientes sin estrés fueron
los mas frecuentes. Posiblemente esto sea debido a que los ambientes sin estrés permiten
expresar los potenciales de calidad de los genotipos participantes, incrementando la variabilidad
para el analisis. En los ambientes con estrés, valores altos de proteina por menor tamafio de los
granos, minimizaron los potenciales de extracto y afectaron la dureza de malta, entre otros.

Es interesante observar que hay regiones genomicas conservadas entre las diferentes
poblaciones de mapeo. Un ejemplo de dichas regiones es la que se encuentra cercana al
marcador HYMLOH1a en el cromosoma 4HL, donde fueron detectados en otras poblaciones
QTL de poder diastasico ligados al gen Bmyl. En esta tesis, en esa misma region genémica se
encontré un QTL de proteina (que claramente beneficia la expresion del poder diastasico) y un
QTL de atenuacion, que es el resultado de azucares fermentables generados por actividad
amilolitica. Otros ejemplos del mapa obtenido mostraron la relacion entre QTL detectados y la
equivalencia en el mapa fisico de cebada de enzimas relacionadas con el caracter.
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5.6. Conclusiones

A partir de una poblacion de mapeo derivada del cruzamiento entre la linea Mut 6519 y el
cultivar Aspen, se construyé un mapa de cebada con marcadores AFLP y SSR.

Mediante el analisis de QTL se detectaron regiones genomicas relacionadas con los
caracteres agronémicos y de calidad estudiados.

A excepcion del caracter Humedad a la Salida de Remojo, en el que los porcentajes de
explicacion de la varianza (PEV) de algunos QTL resultaron entre el 15% vy el 20%, los PEV
maximos para los caracteres agronémicos y de calidad estuvieron alrededor del 10% o menor.

Para los QTL con mayor PEV, se observa una mayor proporcion de deteccién en
ambientes sin sequia terminal que en ambientes con déficit de precipitaciones.

25 QTL fueron detectados en ambientes sin estrés, 8 en ambientes con estrés moderado, 6
en ambientes con estrés intenso, y 7 en ambientes con estrés severo.

Aun con valores de LOD altamente significativos, los PEV de cada uno de los caracteres
a través de todos los ambientes fueron bajos, maximo 3,6%.

Los QTL detectados en posiciones cercanas Yy coincidentes, fueron detectados solamente
en ambientes sin déficit hidrico.

Los QTL para proteina que aportaron mayor explicacion fenotipica se detectaron en
ambientes en que no hubo déficit de agua durante el llenado de los granos. Con una explicacion
del 8,7% en un ambiente con sequia terminal (Tres Arroyos 2009), se detecté un QTL para
proteina cercano a un QTL para temperatura de canopeo.

Se detectaron varios QTL en regiones gendmicas que se relacionan con diversos genes de
enzimas en el mapa fisico de cebada (por ejemplo, QTL de Dureza de Malta, B-glucanos y
viscosidad relacionados con enzimas B-glucanasas, o0 QTL de atenuacion limite en las regiones
de enzimas relacionadas con el metabolismo de los azdcares).
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6. CONSIDERACIONES FINALES

Se verifico la hipotesis 1 referida a la influencia de la variabilidad climatica en la
expresion diferencial de los genotipos en cuanto a rendimiento y calibre de los granos. Las
cuatro localidades exploradas revelaron una amplia variabilidad climéatica (objetivo 1.1). Esa
variabilidad pudo relacionarse con los pardmetros evaluados (objetivo 1.2), revelando una
extensa interaccion genotipo*ambiente relacionada principalmente con el afio climético. El
ensayo con irrigacion contribuyo a explicar la importancia de la disponibilidad de agua (objetivo
1.3) sin embargo, la variabilidad tuvo otros componentes, entre los cuales la variacion genética
fue importante.

No se encontrd relacion entre la temperatura de canopeo Yy el rendimiento o el tamafio de
los granos (objetivo 1.5) probablemente porque en las condiciones de los ensayos la variabilidad
observada tuvo multiples causas que enmascararon el efecto de este pardametro. Por el contrario,
la respuesta al fotoperiodo se asocio significativamente con el tamafio de los granos (objetivo
1.6) aun cuando la relacién no result6 lo suficientemente clara como para asistir en la seleccién
de lineas en forma préctica. Los métodos de estabilidad resultaron una buena alternativa que
muestran el comportamiento general de las lineas en evaluacion, pero para utilizarlos se requiere
una cantidad importante de ensayos realizados en ambientes contrastantes (Objetivo 1.4).

La hipotesis 2 fue asimismo comprobada, ya que tanto el contenido de proteina del grano
como los pardmetros de malteado fueron afectados por las condiciones ambientales. La calidad
industrial, revelada por analisis de micromalteos correspondientes a cada ambiente (objetivo 2.1)
revel6 una gran variabilidad relacionada con la temperatura y la disponibilidad de agua.
Asimismo hubo un fuerte componente genético en la variacion en calidad. El contenido de
proteina fue principalmente afectado por las precipitaciones durante la formacion y el llenado de
los granos (objetivo 2.2). Las relaciones entre parametros no mostraron correlaciones
suficientemente claras como para limitar el nimero de determinaciones analiticas en la
evaluacion de la calidad (objetivo 2.3).

En cuanto a la hipotesis 4, se localizaron QTL relacionados con los parametros evaluados
en el campo y de calidad de malta (objetivo 4.1): 5 con rendimiento, 3 con tamafio de los granos,
16 con contenido de proteina, 6 con temperatura de canopeo, 3 con respuesta al fotoperiodo, 7
QTL asociados a humedad de fin de remojo, 4 con extracto acuoso, 11 con dureza de malta, 4
con viscosidad de mosto, 3 con contenido da aminoacidos libres, 5 con beta-glocanos en mosto,
3 con atenuacion limite aparente, 3 con indice de Hartong. Estos QTL explicaron un porcentaje
medio o menor de la varianza fenotipica.

Al menos uno de los QTL hallados para cada caracter se verificaron en todos los
ambientes, con excepcion de dos caracteres (atenuacion limite y respuesta al fotoperiodo). Si
bien la mayor parte de los QTL se detectaron en ambientes sin estrés, algunos lo hicieron en
ambientes con estrés severo o intenso (objetivo 4.2).

Los QTL hallados en posiciones coincidentes o cercanas (objetivo 4.3) solamente lo
hicieron en ambientes no afectados por déficit hidrico.

La seleccion por calidad industrial de cebada en programas de mejoramiento por medio
de micromalteos y micromaceraciones es costosa en recursos y tiempo. Es altamente deseable
Ilegar a un enfoque mas eficiente y factible para identificar los genotipos de mejor calidad. “Con
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el advenimiento de los marcadores moleculares es posible mapear e identificar los loci que
afectan la calidad”, expresaban Han et al. (1997). Todavia hoy es necesario continuar trabajando
en la linea de deteccion de genes que puedan explicar la variabilidad fenotipica con mayor
proporcion. La deteccion de QTL en esta tesis, proximos a genes relacionados con el
metabolismo de la germinacion en el mapa fisico de los cromosomas de cebada, resulta muy
promisoria para continuar en esta linea de investigacion, orientada a la seleccion asistida por
marcadores moleculares.
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7. ANEXOS

1. Origen de la Linea Mutante 6519

Se origind a partir de un tratamiento mutagénico con azida sédica (2 x 10* M), sobre
semillas de la variedad Quilmes Paine, realizado por el Ing. Agr. Alberto R. Prina del Instituto de
Genética “Ewald A. Favret” (Convenio INTA-Cerveceria y Malteria Quilmes, 1992), y posterior
manejo de las progenies segun el siguiente detalle:

1992: Siembra identificada como 92/CAST/34 en Criadero Quilmes, Tres Arroyos.
Comprobacién de estrias somaticas, Ing. Agr. Alberto R. Prina.

1993: Generacion ML1. Identificacion 93/M/603. Seleccion y cosecha de plantas
individuales. Ing. Agr. Alberto R. Prina y Abel Moglie. Trilla individual.

1994: Generacion M2. Las semillas de cada planta fueron sembradas en parcelas
individuales (1,40 m x 4,00 m). La parcela 6519, fue el origen de esta linea.

1995: Generacion M3. Multiplicacion de la linea 6519, parcela 95M105.

1996: Generacion M4. Primer ensayo comparativo de rendimiento. Parcelas 602 y 901.
Multiplicacién 96/M/148. Analisis de calibre, proteina, micromalteo y analisis de malta.

1997: Generacién M5. Multiplicacion 97/M/594.
1998: Generacion M6. Parcela 98/M/544. Primer registro de Resistencia a sequia.
Observacion 2/11/98: planta totalmente verde (hasta las hojas inferiores) a pesar de la condicion

de sequia.

1999 y siguientes: Multiplicaciones y ensayos en diversos ambientes.
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imiento.

Tabla 7.2. Correlaciones entre ambientes (sitios y afios) para rend

La parte inferior de la diagonal indica el coeficiente r de Pearson, la parte superior indica la probabilidad asociada
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Tabla 7.3 Correlaciones entre ambientes (sitios y afios) para calibre.

La parte inferior de la diagonal indica el coeficiente r de Pearson, la parte superior indica la probabilidad asociada

0000'T 90€2°0 79800 96€C°0 8YEL'D €7T1°0 82000 00010 98570 OvET’0 SYIT’0 18220 56500 66810 76810 69€0'0 10910 ¥801°0 1502°0 1102 Nd
S¥00'0 0000T 07510 S62€0 SYSED S9EV'0 97200 97v1'0 60220 TITE0 8620 8€/50 50270 €270 v6.2°0 60500 17500 €182°0 65070 T10Z V2
0€620 €€900 0000'T 9620 5620 9910 96100 6€70'0 SYTED 10110 6EEC'0 SLYT0 S6€0°0 55070 S0ES0 8,220 LELED S9ZE0 90970 1102 a1
T€00'0 00000 50000 0000T 6170 04620 7€200 S652°0 LS50 €0520 T8E0 67150 SLLED 7€250 v06v0 v.8T0 78870 6vL7'0 L9€7'0 TT0Z V1|
00070 00000 20000 00000 0000'T 8’0 0r€00- vL6€°0 05550 S8TE0 1520 S0Ly'0 9rSED 898€0 66170 72920 €107'0 866€0 18170 010Z Nd
8€9T0 00000 wyo'0 2000°0 00000 0000°T €00~ 78210 LYYED 8SY10 6502°0 YELE'D SE6T'0 wer'o 6610 0L520 £657°0 TE6£0 65EV0 010Z 8V
0££6'0 ¥59L0 79750 ¥8LL0 7690 1990 0000'T 20500 09500 16900 8050°0- 08100 0£200 68100 98600 05200~ 95200 87910 87900~ 010z a1
€€220 81800 SE€650 €100'0 00000 08710 TS0 0000'T v.19°0 65/10 85010 76910 YEIED Y¥0T 0 55000~ 76100 800 T9ET0- 62800 0T0Z ZVL|
¥100'0 99000 10000 00000 00000 00000 79670 00000 0000T ¥1520 92420 676€0 889€0 €85€°0 650 €710 €2670 91€20 LY9E0 0T0Z TV|
72010 10000 00810 02000 10000 0500 90070 €100 61000 0000'T LLVED [Z3340) €€8E0 ST0E0 €€0C°0 07000~ 95EE0 890€0 ¥9vE0 600Z Nd
TEIT0 50000 0v000 00000 £000'0 ST10°0 0LES'0 v£61°0 £000'0 00000 0000°T SE8Y'0 79v°0 YSer'0 20EV'0 10520 £STS0 0070 L6270 6002 a1
05000 00000 L1/0'0 00000 00000 00000 99280 58600 00000 00000 00000 0000'T 68090 ) 79%0 TESTO €€29°0 12050 986€0 6002 ZVL
16970 00000 6090 00000 00000 9100 8TvL0 00000 00000 00000 00000 00000 0000 £56€0 SSEC0 68800 81870 6810 €/920 6002 TV
66100 00000 00000 00000 00000 00000 ¥818°0 ¥€0Z°0 00000 20000 00000 00000 00000 0000'T 9ELL°0 STTED L1180 77850 9S50 800Z Nd
%0200 50000 00000 00000 00000 00000 00€20 7960 00000 97100 00000 00000 L€000 00000 0000'T YT9€0 T00L0 16290 0190 800Z 8V
Tv59°0 %950 15000 L1200 21000 51000 01920 5780 16710 00660 02000 51900 9620 10000 00000 0000'T 9/Z€0 €EVY'0 86520 800 A1
#0500 00000 00000 00000 00000 00000 SSSL°0 SS0E0 €0000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000'T Y050 65650 800Z ZVL|
99810 50000 00000 00000 00000 00000 S9%0°0 69600 77000 10000 00000 00000 SE20'0 00000 00000 00000 00000 0000'T 8v/50 800Z TVL|
81100 00000 00000 00000 00000 00000 60€7°0 0ETE0 00000 00000 00000 00000 60000 00000 00000 €100°0 00000 00000 0000°T £00Z V1|
1102Nd | TTOZAVD | TT0ZA1 TI0ZVL | 0T0ZNd | 0TOZEYD | 0T0zA1 | OTOZZVL | OTOZIVL | 6002Nd | 600ZA1 | 600ZZVL | 600ZTVL | 800ZNd | 800Z@VD | 800241 | 800ZZVL | 800ZIVL | £OOZVL

3Y4A1TVI VdVd SOILLIS 341LN3 SINOIDVIIHYOD

224

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera



8. REFERENCIAS

Abeledo, G., Calderini, D., Slafer, G., 2002. Physiological changes associated with genetic
improvement of grain yield in Barley. In Barley Science: Recent advances from molecular
biology to agronomy of yield and quality, Chap 13: 361-385.

Akaike, Hirotugu, 1974. A new look at the statistical model identification, IEEE Transactions
on Automatic Control 19 (6): 716-723.

Amani, ., Fisher, R. A., Reynolds, M. P., 1996. Canopy Temperature Depression Association
with Yield of Irrigated Spring Wheat Cultivars in a Hot Climate. J. Agronomy & Crop Science
176, 119—129.

Anyia, A.O., Herzog, H., 2004. Water-use efficiency, leaf area and leaf gas exchange of
cowpeas under mid-season drought. Europ J Agron 20: 327-339.

Araus, J.L., Slafer, G.A., Reynolds, M.P., Royo, C., 2002. Plant breeding and drought in C3
cereals: what should we breed for? Ann Bot 89: 925-940.

Arias, M. C., Favret, E. A., Solari, R. M., Franzone, P. M., 1987. Analisis genético del
cromosoma 5 de cebada en relacion con la sintesis de proteinas de reserva y la reaccion a
Erysiphe graminis hordei. Mendeliana 1: 23-43.

Arisnabarreta, S., Miralles, D.J., 2008b. Radiation effects on potential number of grains per
spike and biomass partitioning in two- and six-rowed near isogenic barley lines. Field Crops Res
107: 203-210.

Babu, C.R., Nguyen, B.D., Chamarerk, V., Shanmugasundaram, P., Chezhian,P.,
Juyaprakash, P., Ganesh, S.K., Palchamy, A., Sadasivam, S., Sarkarung, S., Wade, L.J.,
Nguyen, T.H., 2003. Genetic analysis of drought resistance in rice by molecular markers:
association between secondary traits and field performance. Crop Sci 43: 1457-14609.

Bamforth, C.W., 2009. Current perspectives on the role of enzymes in brewing. J Cereal Sci 50:
353-357.

Bamforth, C. W. and Barclay, A. H., M., 1993. Malting technology and the uses of malt. In:
Barley Chemistry and Technology, Mac Gregor, A., Bhatty, R. Eds. American Association of
Cereal Chemists, 486pp.

Barua, U.M., Chalmers, K.J., Thomas, W.T.B., Hackett, C.A., Lea, V., Jack, P., Forster,
B.P., Waugh, R., Powell, W., 1993. Molecular mappingof genes determining height, time to
heading, and growth habitin barley (Hordeum vulgare). Genome 36: 10801087

Bathgate, G. N., 1987. Quality requirement for malting. Aspects Appl Biol 15: 18-32.

Bentolila, S., Hardy T., Guitton C., Freyssinet G., 1992, Comparative genetic analyses of F,
and anther culture derived plants of maize. Genome 35: 575-582.

Bertholdsson, N.O., 1999. Characterization of malting barley cultivars with more or less stable
grain protein content under varying environmental conditions. Eur J Agron 10: 1-8.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 225



Bishop, L R., 1928. First report on barley protein. The composition and quantitative estimation
of barley proteins. Journal of the Institute of Brewing, 34: 101-118.

Bishop, L R., 1930. Prediction of Extract. Journal of the Institute of Brewing, 36: 421-444.

Bishop, L R., 1934. Prediction of Extract I1l. Application of the carbohydrate principle. Journal
of the Institute of Brewing, 40: 62-74.

Bishop, L R., 1948. The adjustment of prediction to give true extract in malt. Journal of the
Institute of Brewing, 54: 330-333.

Blum, A. Mayer, J. and Gozlan, G., 1982. Infrared thermal sensing of plant canopies as a
screening technique for dehydration avoidance in wheat. Field Crops Res 5:137-146.

Blum, A. 2005. Drought resistance, water-use efficiency, and vyield potential—are they
compatible, dissonant, or mutually exclusive? Austral J Agric Res 56: 1159-1168.

Blum, A., 2009. Effective use of water (EUW) and not water-use efficiency (WUE) is the target
of crop yield improvement under drought stress. Field Crops Res 112: 119-123.

Blum, A., 2011: Drought Resistance and Its Improvement. Plant Breeding for Water-Limited
Environments. Springer, New York, chapter 3, 53-152.

Blum, A., 2014. Genomics for drought resistance — getting down to earth. Functional Plant Biol
41(11): 1191-1198.

Bore'm, A. D., Mather, E., Rasmusson, D.C., Fulcher, R. G. and Hayes, P. M., 1999.
Mapping Quantitative Trait Loci for Starch Granule Traits in Barley. J Cereal Sci 29:153-160.

Borevitz, J. O.,Maloof, J. N, Lutes, J.,.Dabi, T.,Redfern, J. L., Trainer, G. T.,Werner, J.
D.,Asami, T.,Berry, C. C.,Weigel, D.,Chory, J., 2002. Quantitative Trait Loci Controlling
Light and Hormone Response in Two Accessions of Arabidopsis thaliana. Genetics 160 (2), 683-
696.

Bozdogan, H., 2000. Akaike's Information Criterion and Recent Developments in Information
Complexity. Journal of Mathematical Psychology 44(1): 62-91.

Buyser J de, Henry Y., Taleb G., 1985. Wheat androgenesis: cytogenetical analysis and
agronomic performance of doubled haploids. Z Pflanzenzuecht 95:23-34

Calderini, D.F., Savin, R., Abeledo, L. G., Reynolds, M. P, Slafer, G. A., 2001. The
importance of the period immediately preceding anthesis for grain weight determination in
wheat. Euphytica 119: 199-204.

Calderini, D.F., Abeledo, L.G., Savin, Ry Slafer, G. A., 1999. Carpel size and temperature in
pre-anthesis modify potential grain weight in wheat. J Agric Sci, 132: 453-460.

Cattivelli, L., Rizza, F., Badeck, F.W., Mazzucotelli, E., Mastrangelo, A.M., Francia, E.,
Mare. C., Tondelli, A., Stanca, A.M., 2008. Drought tolerance improvement in crop plants: an
integrated view from breeding to genomics. Field Crops Res 105: 1-14.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 226



Charmet, G., Branlard G., 1985. A comparison of androgenetic doubled-haploid and single-
seed descent lines in Triticale. Theor Appl Genet 71:193-200.

Chaves, M.M., Flexas, J., Pinheiro, C., 2009. Photosynthesis under drought and salt stress:
regulation mechanisms from whole plant to cell. Ann Bot 103: 551-560.

Coles, G. D., Jamieson, P. D. and Haslemore, R. M., 1991. Effects of moisture stress on
malting quality in Triumph barley. J Cereal Sci 14: 161-177.

Collard, B.C.Y., Jahufer, M.Z.Z., Brouwer, J.B., Pang, E.C.K., 2005. An introduction to
markers, quantitative trait loci (QTL) mapping and marker-assisted selection for crop
improvement: The basic concepts. Euphytica 142: 169-196.

Collins, H.M., Panozzo, J.F., Logue, S.J., Jefferies, S.P., Barr, A.R., 2003. Mapping and
validation of chromosome regions associated with high malt extract in barley (Hordeum vulgare
L.). Austr J Agric Res 54: 1223-1240.

Collins, N.C., Tardieu, F., Tuberosa, R., 2008. Quantitative trait loci and crop performance
under abiotic stress: where do we stand? Plant Physiol 147: 469-486.

Condon, A. G., Farquhar, G. D., Richards, R. A., 1990: Genotype variation in carbon isotope
discrimination and transpiration efficiency in wheat. Leaf gas exchange and whole plant studies.
Aust. J. Plant Physiol. 17, 9—22.

Conry, M. J., 1997. Effect of fertilizer N on the grain yield and quality of spring malting barley
grown on five contrasting soils in Ireland. Biology and Environment: Proceed Royal Irish
Academy, Section B: 185-196.

Cu, S.T., March, T. J., Stewart, S., Degner, S., Coventry, S., Box, A., Stewart, D.,
Skadhauge, B., Burton, R. A., Fincher, G.B., Eglinton, J., 2016. Genetic analysis of grain and
malt quality in an elite barley population. Mol Breed 36:129.

Cuesta-Marcos, A., Casas, A.M., Hayes, P.M., Gracia, M.P., Lasa, J.M., Ciudad, F.,
Codesal, P., Molina-Cano, J.L., lgartua, E., 2009. Yield QTL affected by heading date in
Mediterranean grown Barley. Plant Breed 128: 46-53.

Dailey, J.E., Peterson, D.M., Osborn, T.C., 1988. Hordein gene expression in a low protein
barley cultivar. Plant Physiol 88: 450-453.

Da-wei X., Mei-xue, Z., Xiao-qin Z., Song C., Kang W., Fan-rong Z., Ying M., Fei-bo W.,
Guo-ping Z., 2010. Identification of QTLs for yield and yield components of barley under
different growth conditions. J Zhejiang Univ Sci B., 11(3): 169-176.

Deery, D. M., Rebetzke, G. J., Jimenez-Berni, J. A., James, R. A., Condon, A. , Bovill, W.,
Hutchinson, P., Scarrow, J., Davy, R., Furbank, R. T., 2016. Methodology for High-
Throughput Field Phenotyping of Canopy Temperature Using Airborne Thermography. Front
Plant Sci . 2016; 7: 1808.

Devaux, P., Kilian, A., Kleinhofs, A., 1995. Comparative mapping of the barley genome with
male and female recombination-derived double haploid populations. Mol Gen Genet 249: 600-
608.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 227



Diab, A.A., Teulat, B., This, D., Ozturk, N.Z., Benscher, D., Sorrells, M.E., 2004.
Identification of drought-inducible genes and differentially expressed sequence tags in barley.
Theor Appl Genet 109: 1417-1425.

Di Rienzo, J., Macchiavelli, R., Casanoves, F., 2009. Modelos Mixtos en InfoStat

Eagles, H. A., Bedggood, A. G. Panozzo, J. F., and Martin, P. J., 1995. Cultivar and
environmental effects on malting quality in barley. Aust J Agric Res 46: 831-844.

Elia, M., Swanston, J.S., Moralejo, M., Casas, A., Perez-Vendrell, A.M., Ciudad, F.J.,
Thomas, W.T.B., Smith, P.L., Ullrich, S.E., Molina-Cano, J.L., 2010. A model of the genetic
differences in malting quality between European and North American barley cultivars based on a
QTL study of the cross Triumph x Morex. Plant Breed 129: 280-290.

E-malt.com., Newsletter 2016. 1, rue Du Couloury 4800 Lambermont, Belgium.

Emebiri, L.C., 2015. Breeding malting barley for consistently low grain protein to sustain
production against predicted changes from global warming. Mol Breed 35:18

European Brewery Convention, 1998. Analytica — EBC. Published by VERLAG HANS
CARL Getranke — Fachverlag, 5th edition.

FAO Website, Faostat Agriculture Database Results, http://www.fao.org/faostat/es/#data/QC
Ultima actualizacion 21 de marzo de 2018.

Fincher, G. B., Stone B. A., 1993. Physiology and Biochemistry of Germination in Barley. In:
Barley Chemistry and Technology, Mac Gregor, A. and Bhatty, R. Ed.: 247-295.

First Key Consulting, 2013. Web site https://www.firstkey.com

Fischer, R.A and Maurer, R., 1978: Drought resistance in spring wheat cultivar I: Grain yield
responses. Aust J Agric Res 29: 897-912.

Fischer, R.A., Wood, J.T., 1979. Drought resistance in spring wheat cultivars. Ill. Yield
association with morpho-physiological traits. Aust J Agric Res 30: 1001-1020.

Fisher, R.A., Bidinger, F., Syme, J.R, Wall, P.C., 1981. Leaf photosynthesis, leaf
permeability, crop growth, and yield of short spring wheat genotypes under irrigation. Crop Sci.
21, 367—373.

Fisher, R.A., Rees, D., Sayre, K.D., Lu, Z.M., Condon, A.G, Saavedra, A.L., 1998. Wheat
yield progress associated with higher stomatal conductance and photosynthetic rate and cooler
canopies. Crop Science 38, 1467-1475

Fleury, D., Jefferies, S., Kuchel, H., Langridge, P., 2010. Genetic and genomic tools to
improve drought tolerance in wheat. J Exper Bot 61: 3211-3222.

Forster, B.P., Ellis, R.P., Moir, J., Talame, V., Sanguineti, M.C., Tuberosa, R., This, D.,
Teulat-Merah, B., Ahmed, 1., Mariy, S.A.E., Bahri, H., El Ouahabi, M., Zoumarou-Wallis,
N., El-Fellah, M., Ben Salem, M., 2004. Genotype and phenotype associations with drought
tolerance in barley tested in North Africa. Ann Appl Biol 144: 157-168.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 228


https://www.firstkey.com/

Franckowiak, J.D., Kleinhofs, A, Lundqvist, U., 2005. Descriptions of barley genetic stocks
for 2005. Barley Genet Newslett 35: 155-210.

Furusho, M., Hamachi, Y., Yoshida, T., 1990. Varietal difference in crossability between
Japanese barley and Hordeum bulbosum L. Japan J Breed 40:411-417

Garcia del Moral, L. F., Miralles, D. J., Slafer, G. A., 2002. Initiation and appearance of
vegetative and reproductive structures throughout barley development. In: Barley Science Slafer,
Molina-Cano, Savin, Araus, Romagosa, Ed.: 243-268.

Garcia del Moral, M. B., Jimenez Tejada, M. P., Garcia del Moral, L. F., Ramos, J. M.,
Roca de Togores, F., Molina Cano, J. L., 1991. Apex and ear development in relation to the
number of grains on the main-stem ears in spring barley. J Agric Sci 117: 39-45.

Garcia del Moral, M.B., Garcia del Moral, L.F., 1995. Tiller production and survival in
relation to grain yield in winter and spring barley. Field Crops Res 44: 85-93.

Gill S.S., Tuteja, N., 2010. Polyamines and abiotic stress tolerance in plants. Plant Signal Behav
5: 26-33.

Golberg, A. D., Ruiz, M. A., Quiroga, A., Fernandez, O. A., 2011. “Qué le sucede a un cultivo
cuando no llueve” Capitulo 3: Conceptos generales sobre el estrés en las plantas: 53.

Goldstein, D. B.; Pollock, D. D., 1997. Launching microsatellites: a review of mutation
processes and methods of phylogenetic inference. J Hered 8: 335-342.

Gonzélez, A., Martin, I., Ayerbe, L., 2008. Yield and osmotic adjustment capacity of barley
under terminal water-stress conditions. J. Agron Crop Sci 194: 81-90.

Graner, A., Jahoor, A., Schondelmaier, J., Siedler, H. Pillen, K, 1991. Construction of a
RFLP map of barley. Theor Appl Genet 83: 250-256.

Grant, C. A, Gauer, L. E., Gehl, D. T., Bailey, L. D., 1991. Protein production and nitrogen
utilization by barley cultivars in response to nitrogen fertilization under varying moisture
conditions. Can J Pl Sci 71: 997-1009.

Grashoff, C., D'Antuono, L. F., 1997. Effect of shading and nitrogen application on yield,
grain size distribution and concentrations of nitrogen and water soluble carbohydrates in malting
spring barley (Hordeum vulgare L.) Europ J Agron 6: 275-293.

Grausgruber H., Bointner H., Tumpold R., Ruckenbauer P., 2002: Genetic improvement of
agronomic and qualitative traits of spring barley. Plant Breed 121: 411-416.

Griffiths, A.J.F., Wessler S.R., Carroll, S.B., Doebley, J., 2011. Introduction to Genetic
Analysis, 10th Edition.

Han, F., Romagosa, I., Ullrich, S.E., Jones, B. L., Hayes, P.M., Wesenberg, D.M., 1997.
Molecular marker-assisted selection for malting quality traits in barley. Mol Breed 3: 427-437.

Hartong, B. D. 1938: "Der Losungsgrad des Malzes 111", Wochenschrift fiir Brauerei 55, 1: 5-8.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 229



Hartong, B. 1936: "Der Losungsgrad des Malzes 11", Wochenschrift fir Brauerei 53, 15: 116—
117.

Hartong, B. 1936: "Der Losungsgrad des Malzes", Wochenschrift fir Brauerei 53, No. 11,: 81—
83.

Hartong, B. D. 1938: "Der Losungsgrad des Malzes 111", Wochenschrift fur Brauerei 55, No. 1,
5-8.

Hayes, P.M., Liu, B.H., Knapp, S.J., Chen, F., Jones B., Blake, T., Franckowiak, J.,
Rasmusson, D., Sorrells, M., Ullrich, S.E., Wesenberg, D., Kleinhofs, A., 1993. Quantitative
trait locus effects and environmental interaction in a sample of North-American barley germ
plasm. Theor Appl Genet 87: 392-401.

Held, 1. M., Delworth, T. L., Lu, J., Findell, K. L. , Knutson, T. R., 2005. Simulation of Sahel
drought in the 20th and 21st centuries. Proceed Nat Acad Sci 102: 17891-17896.

Heun, M., Kennedy, A.E., Anderson, J.A., Lapitan, N.L.V., Sorrels, M.E., 1991.
Construction of a restriction fragment length polymorphism map for barley (Hordeum vulgare).
Genome 34: 437-447.

Hofmann, K., Diethelm, M., Herz, M., Andreas, A., Winkler, J., Dietrich, E.,
Schmidhalter, U., Wagner, C., Thiimmler, F., Riano-Pachon, D., Kleefen, S., Lohse, M.,
Kersten, B., Schweizer, G., 2009. Climatic stress tolerance in barley — Identification of
associated genes by comprenhensive quatitative expression analysis, 2009. Tagung der
Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs, Volume: pp. 167-170

Hoffman F, Thomas E, Wenzel G,, 1982 Anther culture as a breeding tool in rape. 2 Progeny
analyses of androgenetic lines and induced mutants from haploid cultures. Theor Appl Genet
61:225-232.

Houston, K., Russell, J., Schreiber, M., Halpin, C., Oakey, H., Washington, J.M., Booth, A.,
Shirley, N., Burton, R.A., Fincher, Robbie Waugh, R., 2014. BMC Genomics 15: 907.

Howard, K.A., Gayler, K. R., Eagles, H. A. and Halloran, G. M., 1996. The relationship
between D hordein and malting quality in barley. J Cereal Sci 24: 47-53.

Hu, H., Xiong, L., 2014. Genetic engineering and breeding of drought resistant crops. Annu Rev
Plant Biol 65:715-741.

Jiang, G. H., He, Y. Q., Xu, C. G,, Li, X. H., and Zhang, Q., 2004. The genetic basis of stay-
green in rice analyzed in a population of doubled haploid lines derived from an indica by
japonica cross. Theor Appl Genet 108: 688—698.

Johnson, W.C., Jackson, L.E., Ochoa, O., van Wijk, R.., Peleman, J., St. Clair, D.A,,
Michelmore, R.W., 2000. Lettuce, a shallow-rooted crop and Lactuca serriola, its wild
progenitor, differ at QTL determining root architecture and deep soil water exploitation. Theor
Appl Genet 101: 1066-1073.

Jones, H.G., 2007. Monitoring plant and soil water status: established and novel methods
revisited and their relevance to studies of drought tolerance. J Exp Bot 58: 119-130.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 230



Juenger, T.E., McKay, J.K., Hausmann, N., Keurentjes, J.J., Sen, S., Stowe, K.A., Dawson
T.E., Simms, E.L., Richards, J.H., 2005. Identification and characterization of QTL underlying
whole-plant physiology in Arabidopsis thaliana: 613C, stomatal conductance and transpiration
efficiency. Plant Cell Environ 28: 697—708.

Kato, T., Sasaki, A., Takedam, G., 1995. Genetic variation of betaglucan contents and beta-
glucanase activities in barley, and their relationships to malting quality. Ikushugaku Zasshi 45:
A471-477.

KeRler, M & Kreisz, S & Zarnkow, Martin & Back, W. 2005. Investigations about the
relative Hartong extract at 45°C. Monatsschrift fur Brauwissenschaft. 58. 56-62.

Kosambi, D.D. 1944. The estimation of map distance from recombination values. Ann Eugen
12: 172—175.

Khush, G.S., 2001. Green revolution: the way forward. Nat Rev Genet 2: 815-822.

Kindu, G.A,, Tang, J., Yin, X,, Struik, P.C. 2014. Quantitative trait locus analysis of nitrogen
use efficiency in barley (Hordeum vulgare L.). Euphytica 199: 207-221.

Kleinhofs, A., Kilian, A., Saghai Maroof, M.A., Biyashev, R.M., Hayes, P.M., Chen, F.Q.,
Lapitan, N.L.V., Fenwick, A., Blake, T.K., Kanazin, V., Ananie, A., Dahleen, L., Kudrna,
D., Bollinger, J., Knapp, S.J., Liu, B., Sorrells, M.E., Heun, M., Franckowiak, J.D.,
Hoffman, D., Skadsen, R., Steffens, B.J., 1993. A molecular, isozyme and morphological map
of the barley (Hordeum vulgare) genome. Theor Appl Genet 86: 705—712.

Kreis, M. and Shewry, P.R., 1992. The control of protein synthesis in developing barley seeds.
In Barley: Genetics, Biochemistry, Molecular Biology and Biotechnology, P.R. Shewry, Ed.:
319-333.

Kumashiro T, Oinuma T., 1985. Comparison of genetic variability among anther-derived and
ovule-derived doubled haploid lines of tobacco. Japan J Breed 35:301-310

Kuntze, W., 2014. Technology Brewing and Malting, VLB Berlin Ed., 5th revised English
Edition, 960 Pages.

Lafitte, H.R., Courtois, B., 2002. Interpreting cultivar-environment interactions for yield in
upland rice assigning value to drought-adaptive traits. Crop Sci 42: 1409-1420.

Lander, E., Kruglyak, L., 1995. Genetic dissection of complex traits: guidelines for interpreting
and reporting linkage results. Nat Genet. 11(3):241-7.

Lashermes, P., Gaillard, A., Beckert, M., 1988. Gynogenetic haploid plants analysis for
agronomic and enzymatic markers in maize (Zea mays L.). Theor Appl Genet 76:570-572

Laurie D. A., Pratchett N., Bezant J. H., Snape, J. W., 1994. Genetic analysis of a
photoperiod response gene on the short arm of chromosome 2 (2H) of Hordeum vulgare (barley).
Heredity 7: 619-627.

Lazzery, P. A. and Shewry, P. R., 1993. Biotechnology of cereals. Biotechnology and Genetic
Engin Rev 11: 79-146.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 231



Levitt, J. (1972). Responses of Plants to Environmental Stresses. Academic Press, New
York. 698 pp.

Li, J. Z, Sjakste, T. G., Rder, M. S., Ganal, M. W., 2003. Development and genetic mapping
of 127 new microsatellite markers in barley. Theor Appl Genet 107:1021-1027.

Li H., Kilian A., Zhou M., Wenzl P., Huttner E., Mendham N., Mcintyre L., Vaillancourt,
R.E., 2010. Construction of a high-density composite map and comparative mapping of
segregation distortion regions in barley. Mol Genet Genom 284: 319-331.

Liu Z.W., Biyashev, R.M., Saghai Maroof M.A., 1996. Development of simple sequence
repeat DNA markers and their integration into a barley linkage map. Theor Appl Genet 93: 869-
876.

Lu, H., Romero-Severson, J., Bernardo, R., 2002. Chromosomal regions associated with
segregation distortion in maize. Theor Appl Genet 105: 622—628.

Lundgvist, U., Franckowiak, J.D., Konishi. T., 1997. New and revised descriptions of barley
genes. Barley Genet Newslett 26: 22-516.

Mac Gregor, A., 1996. Biochemistry of malting. The way forward. Proceed VII Intern Barley
Genetics Symp, University of Saskatchewan, Canada: 1-6.

MacLeod, L. C., 2000. Breeding Barley for Malt and Beer. 8" Intern Barley Genetics Symp,
Invited Papers: 81-86.

Macnicol, P. K., Jacobsen, J. V., Keys, M. M., Stuart, I. M., 1993. Effects of heat and water
stress on malt quality and grain parameters of Schooner barley grown in cabinets. J Cereal Sci
18: 61-68.

Manninen, O, 2000. Associations between anther-culture response and molecular markers on
chromosomes 2H, 3H and 4H of barley (Hordeum vulgare L.). Theor Appl Genet 100: 57-62.

Marcel, T. C., Varshney R. K., Barbieri, M., Jafary, H., de Kock M. J. D., Graner, A., Niks,
R. E., 2007. A high-density consensus map of barley to compare the distribution of QTLs for
partial resistance to Puccinia hordei and of defense gene homologues. Theor Appl Genet 114:
487-500.

Marquez-Cedillo, L.A., Hayes, P.M., Jones, B.L., Kleinhofs, A., Legge, W.G., Rossnagel
B.G., Sato, K., Ullrich, S.E., Wesenberg, D.M., 2000. QTL analysis of malting quality in
barley based on the doubled-haploid progeny of two elite North American varieties representing
different germplasm groups. Theor Appl Genet 101: 173-184.

Mather, D.E., Tinker N.A., LaBerge, D.E., Edney, M., Jones, B.L., Rossnagel, B.G., Legge,
W.G., Briggs, K.G,, Irvine, R.B., Falk, D.E. and Kasha, K.J., 1997. Regions of the genome
that affect grain and malt quality in a North American two-row barley crops. Crop Sci 37: 544-
554.

Mir, R.R., Zaman-Allah, M., Sreenivasulu, N., Trethowan, R., Varshney, R.K., 2002.
Integrated genomics, physiology and breeding approaches for improving drought tolerance in
crops. Theor Appl Genet 125: 625-45.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 232



Mohammadi, M., Taleei, A., Zeinali, H., Naghavi, M.R., Ceccarelli, S., Grando, S., Baum,
M., 2005. QTL Analysis for phenologic traits in doubled haploid population of barley. Int J Agri
Biol 7: 820-823.

Morgan, A. G., Riggs, T. J., 1981. Effects of drought on yield and grain and malt characters in
spring barley. J Sci Food Agric 32: 339-346.

Mueller, U.; Wolfenbarger, L., 1999. AFLP genotyping and fingerprinting. Trends Ecol Evol
14: 389-394.

MultiQTL Ltd Institute of Evolution University of Haifa, Mount Carmel, Haifa, 31905,
Israel, Abraham Korol, Scientific director MultiQTL, http://www.multigtl.com, 2007.

Nguyen, T.T.T., Klueva, N., Chamareck, V., Aarti, A., Magpantay, G., Millena, A.C.M,,
Pathan, M.S., Nguyen, H.T., 2004. Saturation mapping of QTL regions and identification of
putative candidate genes for drought tolerance in rice. Mol Gen Genom 272: 35-46.

Olivares-Villegas JJ, Reynolds MP and McDonald GK. , 2007. Drought-adaptive attributes in
the seri/Babax hexaploid wheat populations. Functional Plant biology 34: 189-203.

Palmer, G. H., Gernah, D. I., McKernan, G., Nimmo, D. H., 1985. Influence of enzyme
distribution on endosperm breakdown (modification) during malting. J Am Soc Brew Chem 43:
17-28.

Palmer, G. H., 1989: Cereals in Malting and Brewing. In: Palmer, G. H.: Cereal Science and
Technology.

Panozzo, J.F., Eckermann, P.J., Mather, D.E., Moody, D.B., Black, C.K., Collins, H.M.,
Barr A.R., Lim, P., Cullis, B.R., 2007. QTL analysis of malting quality traits in two barley
populations. Aust J Agric Res 58: 858-866.

Passioura J. B., 2010. Scaling up: the essence of effective agricultural research. Funct Plant Biol
37: 585-591.

Pickering, R. A. and Devaux, P. 1992. Haploid production: approaches and use in plant
breeding. In: Shewry, P. R. (ed.) Barley: Genetics, Molecular Biology and Biotechnology. CAB,
Wallingford, UK. pp. 511-539.

Piepho, H.P., 2000. A mixture-model approach to mapping quantitative trait loci in barley on
the basis of multiple environment data. Genetics 156: 2043-2050.

Pinter, J. P. Jr., Zipoli, G., Reginato, R. J., Jackson, R. D., Idso, S. B., Hohman, J. P., 1990.
Canopy temperature as an indicator of differential water use and yield performance among wheat
cultivars. Agric. Water Management 18, 35—48

Pinto, R.S., Reynolds, M. P., 2015. Common genetic basis for canopy temperature depression
under heat and drought stress associated with optimized root distribution in bread wheat.
Theoretical and Applied Genetics April 2015, Volume 128, Issue 4, pp 575-585 |

Plantstress.com. http:\www.plantstress.com/Methods/index.asp.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 233


http://www.multiqtl.com/

Ramsay, L., Macaulay, M., Ivanissevich. D.S., MacLean, K., Cardle, L., Fuller, J., Edwards
K.J., Tuvesson, S., Morgante, M., Massari, A., Maestri, E., Marmiroli, N., Sjakste, T.,
Ganal, M., Powell, W., Waugh, R., 2000. A simple sequence repeat-based linkage map of
barley. Genetics 156: 1997—-2005.

Reymond, M., Muller, B., Leopardi, A., Charcosset, A., Tardieu, F., 2003. Combining
quantitative trait loci analysis and an ecophysiological model to analyze the genetic variability of
the responses of maize leaf growth to temperature and water deficit. Plant Physiol 131: 664—675.

Reynolds, M. P., Balota, M., Delgado, M. 1. B., Amani, I, Fisher R. A., 1994. Physiological
and morphological traits associated with spring wheat yield under hot irrigated conditions. Aust.
J. Plant Physiol. 21, 717—730.

Reynolds M. P., Ortiz R, 2010. Adapting crops to climate change: a summary. In: Reynolds
MP, Eds. Climate change and crop production, CAB International: 1-8.

Robin, S., Pathan, M.S., Courtois, B., Lafitte, R., Carandang, S., Lanceras, S., Amante, M.,
Nguyen, H.T., Li, Z., 2003. Mapping osmotic adjustment in an advanced backcross inbred
population of rice. Theor Appl Genet 107: 1288-1296.

Rosoielle, A.A., Hamblin, J. 1981: Theoretical aspects of selection for yield in stress and non-
stress environments. Crop Sci 21: 943-946.

Saini, H., Westgate, M.E., 2000. Reproductive development in grain crops during drought. Adv
Agron 68: 59-96.

Sanchez, A.C., Subudhi, P.K., Rosenow, D.T., Nguyen, H.T., 2002. Mapping QTLs associated
with drought resistance in sorghum (Sorghum bicolor L. Moench). Plant Mol Biol 48: 713-26.

Sannemann, W., Huang, B., Mathew, B., Léon, J., 2015. Multi-parent advanced generation
inter-cross in barley: high-resolution quantitative trait locus mapping for flowering time as a
proof of concept. Mol. Breed. 35(3):1-16.

Saranga, Y., Jiang, C.X., Wright, R.J., Paterson, A.H., 2004. Genetic dissection of cotton
physiological responses to arid conditions and their inter-relationships with productivity. Plant
Cell Envir 27: 263-277.

Savin, R., Molina-Cano, J. L., 2002. Changes in malting quality and its determinants in
response to abiotic stresses. In: Barley Science, Chapter 19. Slafer, Molina-Cano, Savin, Araus,
Romagosa, Eds: 523-550.

Savin, R., Nicolas, M.E., 1999. Effects of timing of heat stress and drought on growth and
quality of barley grains. Aust J Agric Res 50: 357-364.

Sayed, H., Kayyal, H., Ramsey, L., Ceccarelli, S., Baum, M., 2002. Segregation distortion in
doubled haploid lines of barley (Hordeum vulgare L.) detected by simple sequence repeat (SSR)
markers. Euphytica 125: 265-272.

Serraj, R., Hash, T.C., Buhariwalla, H.K., Bidinger, F.R., Folkertsma, R.T., Chandra, S.,
Gaur, P.M., Kashiwagi, J., Nigam, S.N., Rupakula, A. & Crouch, J.H. 2005. Marker-assisted
breeding for crop drought tolerance at ICRISAT: achievements and prospects. In: Proceed Intern

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 234



Congress: In the Wake of the Double Helix: From the Green Revolution to the Gene Revolution,
Tuberosa, R., Phillips, R.L., Gale, M. Eds: 217-238.

Shewry, P. R., 1993. Barley seed proteins. In Barley Chemistry and Technology, A.W. Mac
Gregor and R. S. Bhatty Eds: 131- 197.

Sinclair, T.R., 2011. Challenges in breeding for yield increase for drought. Trends Plant Sci 16:
289-293.

Smith, D. B., 1990. Barley seed protein and its effects on malting and brewing quality. Plant VVar
Seeds 3: 63-80.

Slafer, G.A., Satorre, E.H., Andrade, H., 1994. Increases in grain yield in bread wheat from
breeding and associated physiological changes. In: Genetic Improvement of Field Crops. Slafer,
G.A. Ed., Marcel Dekker, Inc., New York: 1-67.

Syvéanen, A.C., 2005. Toward genome-wide SNP genotyping. Nat Genet 37 S5-S10. DOI:
10.1038/ng1558.

Szarejko, 1, 2003. Doubled Haploid Production in Crop Plants. M. Maluszynski et al. (eds.). 35-
42.

Teulat, B., This, D., Khairallah, M., Borries, C., Ragot, C., Sourdille, P., Leroy, P.,
Monneveux, P., Charrier, A. 1998, Several QTLs involved in osmotic-adjustment trait
variation in barley (Hordeum vulgare L.), Theor Appl Genet 96: 688-698.

Thompson, D. M., Chalmers, K., Waugh, R., Forster, B. P., Thomas W.T.B., 1991. The
inheritance of genetic markers in microspore-derived plants of barley Hordeum vulgare L. Theor
Appl Genet 81: 487-492.

Toker, C., C. Luch, N.A. Tejera, R. Serraj, K.H.M. Siddique, 2007. Abiotic stresses. In:
Chickpea breeding and management. Yadav, S.S., Edden, B., Chen, W., Sharma, B. Eds. CAB
Int., Wallingford: 474-496.

Tondelli, A., Francia, E., Barabaschi, D., Aprile, A., Skinner, J.S., Stockinger, E.J., Stanca,
A.M., Pecchioni, N., 2006. Mapping regulatory genes as candidates for cold and drought stress
tolerance in barley. Theor Appl Genet 112: 445-454,

Tondelli, A., Francia, E., Visioni, A., Comadran, J., Mastrangelo, A.M., Akar, T., Al-
Yassin, A., Ceccarelli, S., Grando, S.,Benbelkacem, A., van Eeuwijk, F.A., Thomas, W.T.B.,
Stanca, A.M., Romagosa, I., Pecchioni, N., 2014. QTLs for barley yield adaptation to
Mediterranean environments in the ‘Nure’ x ‘Tremois’ biparental population. Euphytica 197:
73-86.

Tuberosa, R., Salvi, S., 2006. Genomics-based approaches to improve drought tolerance of
crops. Trends Plant Sci 11: 405-412.

Tsuchiya, T., 1985. List of Barley Genetic Stocks with BGS numbers. Barley Genetics
Newsletter 16, Department of Agronomy, Colorado State University, Fort Collins, Colorado
80523, U.S.A.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 235


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sinclair%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21419688

Tuberosa, R., 2012. Phenotyping for drought tolerance of crops in the genomics era. Front
Physiol 3: 347.

Ugarte, C., Calderini, D.F., Slafer, G.A., 2007. Grain weight and grain number responsiveness
to pre-anthesis temperature in wheat barley and triticale. Field Crops Res 100: 240-248.

Vahamidisa, P., Stefopouloub, A., Kotoulasd, V., Lyrac, D., Dercasb, N., Economoua G.,
2017. Yield, grain size, protein content and water use efficiency of null-LOX malt barley in a
semiarid Mediterranean agroecosystem. Field Crops Res 206: 115-127.

van Ginkel, M., Calhoun, D.S., Gebeyehu, G, Miranda, A., Tian-you, C., Pargas Lara, R.,
Trethowan, R.M., Sayre, K., Crossa, J., Rajaram, S., 1998. Plant traits related to yield of
wheat in early, late, or continuous drought conditions. Euphytica 100: 109-121.

Varshney, R.K., Marcel, T.C., Ramsay L., Russell, J, Roder, M.S., Stein, N., Waugh, R.,
Langridge, P., Niks, R.E., Graner, A., 2007 A high density barley microsatellite consensus
map with 775 SSR loci. Theor Appl Genet 114: 1091-103.

Varvel, G. E., and Severson, R. K., 1987. Evaluation of cultivar and nitrogen management’s
options for malting barley. Agron J 79: 459-463.

Verma, V., Foulkes, M.J., Worland, A.J., Sylvester-Bradley, R., Caligari, P.D.S., Snape,
J.W., 2004. Mapping quantitative trait loci for flag leaf senescence as a yield determinant in
winter wheat under optimal and drought-stressed environments. Euphytica 135: 255-263.

Wang, J., Yang, J., Zhang, Q., Zhu, J., Jia, Q.,Hua, W., Shang, Y., Li, C., Zhou, M., 2015.
Mapping a major QTL for malt extract of barley from a cross between TX9425 x Naso Nijo.
Theor Appl Genet 128: 943-952.

Weston, D. T., Horsley, R., Schwarz. P. B. and Goos, R. J., 1993. Nitrogen and planting date
effects on low-protein spring barley. Agron J 85: 1170-1174.

Wiebke, S., Bevan, E.H., Boby, M., Jens, L., 2015. Multi-parent advanced generation inter-
cross in barley: high-resolution quantitative trait locus mapping for flowering time as a proof of
concept. Mol. Breed 35:86

William, H.M, Trethowan, R., Crosby-Galvan, E.M., 2007. Wheat breeding assisted by
markers: CIMMYT’s experience. Euphytica 157: 307-3109.

Winzeler, H., Schmidt, J., Fried, P.M., 1987. Field performance of androgenetic doubled
haploid spring wheat lines in comparison with lines selected by the Pedigree system. Plant Breed
99:41-48.

Wong, S.C., Shirley, N. J., Little, A., Khoo, K.H.P., Schwerdt, J., Fincher, G.B., Burton,
R.A., Mather. D.E. 2015. Differential expression of the HvCslIF6 gene late in grain
development may explain quantitative differences in (1,3;1,4)-B-glucan concentration in barley.
Mol Breed 35:20.

Xianjun, L., Jinmei, Y., Leilei, G., Xinchun, L., Yujing H., Jin’e Y., Guoxiang, L., 2011.
Genetic analysis of segregation distortion of SSR markers in F2 population of barley. J Agric
Sci 3: 172-177.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 236



Xuechen, Z., Sergey S., Koutoulis, A., Lana S., Meixue, Z., 2017. Meta-analysis of major
QTL for abiotic stress tolerance in barley and implications for barley breeding. Planta 245:
283-295.

Yoshigi, N., Okada, Y., Sahara, H., Koshino, S., 1994. PCR cloning and sequencing of the B-
amylase cDNA from barley. J Biochem Tokyo 115: 47-51.

Yoshigi, N., Okada, Y., Sahara, H., Tamaki, T., 1995. A structural gene encoding B-amylase
of barley. Bios Biotech Biochem 59: 1991-1993.

Zadoks, J.C., Chang, T. T. and Konzak, C. F., 1974. A decimal code for the growth stages of
cereals. Weed Res 14: 415-421.

Zale, J. M.; Clancy, J. A.; Ullrich, S. E.; Jones, B. L.; Hayes, P. M., 2000. Summary of barley
malting quality QTLs mapped in various populations. Barley Genet Newsl 30: 44-54,

Zheng, B.S., Yang, L., Zhang, W.P., Mao, C.Z., Wu, Y.R., Yi, K.K,, Liu, F.Y., Wu, P., 2003.
Mapping QTLs and candidate genes for rice root traits under different water-supply conditions
and comparative analysis across three populations. Theor Appl Genet 107: 1505-1515.

Zhou, G., Panozzo, J., Zhang, X., Cakir, M., Harasymow, S., Li, Ch, 2016. QTL mapping
reveals genetic architectures of malting quality between Australian and Canadian malting barley
(Hordeum vulgare L.). Mol Breed 36:70.

Zivy, M., Devaux, P., Blaisonneau, J., Jean, R and Thiellment, H., 1992. Segregation
distortion and linkage studies in microspore-derived doubled haploid lines of Hordeum vulgare
L. Theor Appl Genet 83: 919-924.

Mapeo de QTL asociados a caracteres de calidad industrial con déficit hidrico en cebada cervecera 237



