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RESUMEN

El trigo candeal o trigo para fideos (Triticum turgidum L. spp. durum) (genoma AABB) es una especie
tetraploide (2n=2x=28), miembro de la familia Poaceae. Las especies parentales mas probables que
contribuyeron con los genomas A 'y B respectivamente son T. urartu y Aegilops speltoides.

Esta especie se cultiva ampliamente en areas relativamente secas del mundo. El uso principal de este
cereal es la elaboracion de pastas frescas y secas para la alimentacion humana. En Argentina, el trigo
candeal ocupa 1,3% de la superficie total de trigo y se localiza principalmente en el sudeste bonaerense
(region de influencia de la UNS), aunque el area se encuentra en expansion hacia regiones como el
NOA, NEA vy la region Centro del pais. En los ultimos afios, la demanda de trigo candeal para la
produccion de pasta ha aumentado significativamente a nivel mundial. Por lo tanto, garantizar el
suministro para la industria de la pasta es una prioridad. Esto puede lograrse incrementando el

rendimiento final o también mejorando los componentes del rendimiento.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y analizar la variabilidad genética molecular y fenotipica
presente en la poblacion F7 de lineas recombinantes endocriadas (RILs) de trigos candeales argentinos
e identificar marcadores moleculares (MM) asociados a componentes del rendimiento. Utilizando la
poblacién F7 de RILs, obtenida de la cruza entre las variedades de trigo candeal BonINTA Quillen x
Buck Granate, se llevé a cabo una evaluacion a campo de caracteres relacionados con el rendimiento y

el genotipado de la poblacion RIL y sus parentales mediante marcadores DArTseq.

Para los caracteres analizados, se estimé un valor medio de 5 espigas por planta, 15 espiguillas por
espiga, 41 granos por espiga y 3 granos por espiguilla. A su vez, todas las variables analizadas (NEP,
NEE, NGE y NGe) mostraron presencia de segregacién transgresiva. Los resultados del analisis de
correlacion mostraron una fuerte correlacion positiva (y estadisticamente significativa) entre todas las
variables estudiadas, a excepcion de la fecha de espigazén, la cual present6 valores bajos de correlacion
con el resto de los caracteres. Por otra parte, los analisis de regresién lineal mostraron una asociacion
positiva (y estadisticamente significativa) entre todas las variables, a excepcion de la fecha de espigazén
vs. NEP, NGE y NGe. La evaluacién fenotipica y de marcadores SNP sobre la poblacion RIL se utiliz6
en un estudio de mapeo por asociacion destacando la identificacion de tres marcadores asociados a mas
de un carécter, estos fueron 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T (asociado a los caracteres NEP, NEE y NGE),
1091747|F|0-52:G>A-52:G>A y 1140354|F|0-24:G>T-24:G>T (ambos asociados a los caracteres NGE
y NGe). Por otro lado, se estimo la existencia de desequilibrio de ligamiento entre marcadores presentes
en dos regiones independientes del cromosoma 2A, en la region comprendida entre 45851839 vy
51847409 pb y la regién comprendida entre 155070806 y 161696203 pb. Al analizar la diversidad

genética dentro de la poblacion se encontrd que la misma esté dividida en tres subgrupos, con un valor



minimo de disimilaridad de 0.041 y un valor maximo de 0.838. El subgrupo 1 incluyé 68 RILs y los

parentales, mientras que los subgrupos 2 y 3 incluyeron 55 y 5 RILs respectivamente.

INTRODUCCION

Problematica y estado actual del conocimiento

Debido al aumento poblacional previsto para el 2050 y la mejora en la calidad de la dieta en los paises
en desarrollo y nuevos paises emergentes, se espera un aumento en la demanda global de cereales
(Fischer et al., 2014). Dado que el &rea sembrada con trigo se encuentra estabilizada, e intentar ampliarla
implicaria utilizar nuevas areas con una alta susceptibilidad a la degradacion (Andrade 2011), los
principales esfuerzos para incrementar la produccion mundial se han concentrado en aumentar el

rendimiento potencial y real del cultivo (Fischer et al., 2014; FAO 2018).

1. El trigo (Triticum spp.)

El trigo es una especie de la sub-tribu Triticinae dentro de la tribu Triticeae, perteneciente a la familia
de gramineas Poaceae. La sub-tribu Triticinae es de origen reciente, y contiene aproximadamente 35
géneros incluidos Triticum, Aegilops, Thinopyrum, Dasypyrum, Lophopyrum y Secale. Los trigos
cultivados pertenecen a cuatro especies del género Triticum. Las especies poliploides de trigo son
verdaderos alopoliploides, cuyo nimero cromosémico corresponde a un multiplo del juego basico
haploide (x) de siete cromosomas por gameto. Las especies de nimero cromosémico mas bajo, como
por ejemplo T. monococcum son normalmente diploides (2n=2x=14). Otras dos especies, como T.
turgidum y T. timopheevi, son tetraploides (2n=4x=28). La especie cultivada de Triticum con nimero

cromosdmico més elevado, T. aestivum, es hexaploide (2n=6x=42).

1.1 Triticum turgidum L. spp durum

El trigo candeal o trigo para fideos (T. turgidum L. spp. durum) (genoma AABB) es un miembro de la
familia Poaceae, tribu Triticeaea, que evoluciond en Medio Oriente via hibridacion interespecifica y
duplicacién cromosomica, seguida de domesticacion. Las especies parentales T. urartu y Aegilops
speltoides contribuyeron con los genomas A y B respectivamente (Bozzini, 1988).

T. turgidum L. spp. durum se cosecha ampliamente en &reas relativamente secas del mundo, tales como
la cuenca mediterranea, India, Rusia y otras republicas ex-soviéticas, las zonas de escasa pluviometria

de las grandes llanuras de Norteamérica y Australia (Roncallo et al., 2009).

El uso principal de este cereal es la alimentacion humana, siendo una de las fuentes mas abundantes de

energia y proteinas. El gran valor nutritivo del candeal se debe a su alto contenido de proteinas (12 -



14%), aunque alcanza menores rendimientos que el trigo pan. El trigo candeal es utilizado
principalmente para la elaboracion de pastas secas (vermicelli, spaghetti y macarroni) y frescas. Existen
otros productos como el cuscus, que se consume especialmente en el norte de Africa y el burgol, el
frekeh y los chapatis que se elaboran con trigo entero y son muy populares en paises de Medio Oriente,
Africa, India y Pakistan (Patnaik & Khurana, 2001). En los paises mediterraneos una gran parte de la
cosecha de trigo candeal es dedicada a la preparacion de pan (Quaglia, 1988; Blanco et al., 2004) y de
postres (Seghezzo & Molfese, 1999). Sin embargo, el producto final por excelencia del candeal es la
pasta en sus diferentes formas.

T. turgidum L. spp. durum posee caracteristicas superiores para la elaboracion de pasta de buena calidad.
La calidad puede ser definida como la habilidad de los granos de trigo o sémola para satisfacer los
requerimientos especificos de los usuarios. El contenido de proteina en el grano, la fuerza y elasticidad
del gluten y el color son los principales factores involucrados en la calidad de la sémola de trigo candeal
y estos redundan en mejores cualidades reoldgicas de la masa. El porcentaje de granos vitreos
(vitreosidad) es también considerado por la industria fideera debido a su correlacion positiva con el
porcentaje de proteina, el rendimiento de sémola y la calidad de coccion. Mientras que la calidad del
gluten, color de la sémola y cualidades reoldgicas de la masa estan determinadas fundamentalmente por
el genotipo, el contenido de proteina y la vitreosidad resultan mas afectadas por el ambiente (Trdccoli
et al., 2000).

La importancia del trigo candeal a nivel mundial es sustancialmente mayor en algunos paises de la Union
Europea (Italia, Espafia, Francia y Grecia); de América (Canadd, Estados Unidos, México y Argentina);
de Africa (Argelia, Marruecos y Tunez); Asia (India) y Australia; y otros como Rusia y Turquia

(http://www.fas.usda.gov).

El trigo es el producto agricola de mayor produccién mundial correspondiendo el 95% al trigo pan. Casi
la totalidad del 5% restante es trigo candeal, y ocupa una superficie de aproximadamente 14-16 millones
de hectareas (Tréccoli et al., 2000). En la cosecha 2004/05 se lleg6 al récord de produccién mundial
(aproximadamente 33 millones de toneladas), que cayd bruscamente en la cosecha siguiente (26
millones), debido principalmente al desaliento de siembra por las reservas acumuladas del afio anterior,
y a la gran sequia que afect6 a los principales paises productores (Roncallo et al., 2009).

En Argentina, el trigo candeal ocupa solo el 1,3% de la superficie total de trigo y se destina
principalmente a la elaboracién de pastas secas. El cultivo de candeal se localiza principalmente en el
sudoeste bonaerense (region de influencia de una UNS), aunque el area se encuentra en expansion hacia
regiones menos tradicionales como el NOA (Santiago del Estero, Tucuman, Salta), el NEA (Formosa)

y la region Centro del pais (San Luis, Cérdoba, Santa Fe) (http://datosestimaciones.magyp.gob.ar/).

En el periodo 2019-2023, el rendimiento medio en Argentina de trigo candeal fue de 2,92 t/ha

(https://datosestimaciones.magyp.gob.ar/). EI menor rendimiento respecto al trigo pan es una clara
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desventaja competitiva que desalienta su siembra. Es por ello que contribuir a descifrar la base genética
del rendimiento en trigo candeal es un paso necesario para aumentar su produccién. La tasa de ganancia
genética anual alcanzada en trigo candeal ha sido de 0,81% afio}(1934-2015) equivalente a 26,94 kg ha-

Lafio™.

2. Caracteres relacionados con el rendimiento

El rendimiento de grano es la expresion final de los multiples y complejos procesos fisiologicos
individuales de una planta que ha interactuado con el ambiente durante las temporadas de crecimiento
del cultivo. La aparicion de estreses ambientales durante el alargamiento del tallo, la época de floracién
y el llenado del grano es perjudicial para el trigo candeal, provocando importantes pérdidas de
rendimiento y afectando negativamente la calidad del grano y las harinas. En los Gltimos afios, la
demanda de trigo duro para la produccion de pasta ha aumentado significativamente a nivel mundial.
Por lo tanto, garantizar el suministro para la industria de la pasta es una prioridad absoluta (Taranto et
al., 2023). Esto puede lograrse incrementando el rendimiento final modificando la morfologia de la
planta, fenologia y los componentes del rendimiento, entre otros.

En trigo, el incremento en el rendimiento potencial alcanzado en los Gltimos afios se logré aumentando
el nimero de granos por unidad de area, estrechamente vinculado a los granos producidos por espiga, y
particularmente incrementando el nimero de granos por espiguilla, sin una tendencia consistente en
espigas por unidad de superficie (Lo Valvo et al., 2018; Achilli et al., 2022). El caracter nimero de
granos por espiguilla se genera durante el periodo previo a la antesis del trigo. Este caracter se determina
mediante la combinacion de varios subcomponentes numéricos, incluidos el nimero de espigas por
planta (NEP), y el nimero de granos por espiga (NGE) (Taranto et al., 2023).

Otros caracteres cuyo incremento podria representar un aumento del rendimiento en trigo candeal (ya
sea porque presentan una asociacion positiva con el nimero de granos o porque benefician el desarrollo
de la planta) son altura de planta, fecha de espigazén, entre otros.

En las zonas vulnerables a las tensiones ambientales y al cambio climatico, es importante comprender
los mecanismos genéticos, bioquimicos y fisiologicos que regulan el rendimiento de los cereales y
desarrollar una nueva generacion de variedades de trigo duro o candeal, mas productivas incluso en

condiciones ambientales extremas.

3. Marcadores moleculares

La variacion genética en individuos se puede presentar en distintos niveles. En uno de los extremos estan
las variantes genéticas manifestadas con efectos facilmente distinguibles en el fenotipo (caracteres
cualitativos). El otro extremo ocurre cuando una gran parte de la variacion entre individuos no da lugar
a clases fenotipicas naturalmente definidas (caracteres cuantitativos) por ejemplo, el nimero de granos
por espiga. El supuesto bioldgico detras de la variabilidad de los caracteres cuantitativos es que su

8



expresion esta regulada por una gran cantidad de componentes genotipicos y sus interacciones con el
ambiente. Para comprender las variaciones genéticas detras de los caracteres cuantitativos se emplean
técnicas como los marcadores moleculares, que permiten captar las diferencias genéticas de los
individuos en el ADN, para luego, estudiar la expresion de estos genotipos en distintos ambientes
(Paccapelo, 2015).

Las variaciones en las secuencias de ADN se pueden detectar utilizando una amplia variedad de técnicas
(Lynch & Walsh, 1998) desde la secuenciacion de ADN hasta caracterizaciones méas precisas (mas
rapidas y menos costosas) logradas a través de distintos marcadores moleculares.

Uno de los marcadores moleculares mas utilizados en la actualidad es el SNP (polimorfismo de
nucleotido unico). Estos marcadores identifican la variacion de nucleétidos en un locus en el genoma.
Dada la forma en que se disponen los pares de nucleétidos (A-T, C-G), en la practica los SNPs son
tipicamente bialélicos, es decir, tienen dos alelos posibles A o T por un lado o bien, C o G por otro. Por
lo tanto, los genotipos de un SNP pueden ser AA, AT/TAy TT o bien CC, CG/GC y GG.

Cuando los loci se heredan de manera independiente unos con otros, es decir, no existe asociacion entre
los loci, se dice que se produjo recombinacion genética. Sin embargo, cuando dos 0 mas loci estan
cercanos dentro de un cromosoma, estos pueden heredarse juntos y a este fendmeno de asociacion se lo
conoce como ligamiento. Los marcadores moleculares permiten no sélo describir el genoma de un
individuo, sino también la construccion de mapas de ligamiento, con base en el estudio de la ocurrencia
de recombinaciones. Estos mapas dan un ordenamiento a los marcadores y pueden ser utilizados para
localizar regiones del cromosoma que contienen genes que controlan caracteres de interés (Paccapelo,
2015).

4. Genes que codifican para caracteres relacionados con el rendimiento

En las ultimas dos décadas, se ha estudiado la base genética del rendimiento y los componentes del
rendimiento en el trigo candeal gracias al mapeo de ligamiento basado en poblaciones biparentales y
estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS), que utilizan marcadores moleculares basados en el
ADN, como microsatélites o0 SSR (Repeticiones de secuencias simples), tecnologias de matriz de
diversidad (DArT) y polimorfismos de nucle6tido simple (SNP), entre otros.

Estos estudios llevaron a la identificacion de cientos de loci para caracteres cuantitativos (QTL) en
diferentes poblaciones de mapeo genético y con diferentes tipos de marcadores moleculares, pero con
un impacto limitado en el rendimiento del grano.

Los rapidos avances en las tecnologias de secuenciacion de préxima generacion (NGS), junto con el
ensamblaje mejorado del genoma del trigo y las plataformas de genotipado de alto rendimiento, asi como
la tecnologia de edicion del genoma, estan facilitando la identificacion de genes que controlan rasgos
agronomicos criticos como el rendimiento y sus componentes. Esto significa que, para un rasgo genético

complejo como el rendimiento del grano, controlado por maltiples loci/genes y fuertemente influenciado
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por el entorno de crecimiento, se debe tener en cuenta un enfoque holistico mas apropiado considerando
todo el sistema de la planta de trigo, en lugar del estudio de los componentes individuales del

rendimiento (Taranto et al., 2023).

4.1 Estrategias de mapeo de QTL para el rendimiento y sus componentes en trigo candeal

La estrategia mas poderosa y utilizada para descomponer los componentes del rendimiento de granos
fue y sigue siendo el mapeo QTL, a través de enfoques de mapas de ligamiento. EI mapeo de QTL se
basa en la identificacion de marcadores moleculares asociados con un rasgo fenotipico determinado en
una poblacidn segregante, permitiendo asi el posicionamiento de QTL dentro de mapas genéticos. La
identificacion de marcadores moleculares para QTL especificos puede ayudar a mejorar y acelerar los

programas de mejoramiento.

4.2 Marcadores moleculares DArT

DArT es un método para el andlisis del polimorfismo del ADN. Fue desarrollado por primera vez en
arroz (Jaccoud et al., 2001), aunque ha sido aplicado a mas de 60 especies (www.diversityarrays.com).
Este tipo de tecnologia, para el analisis genético, ofrece un coste bajo, un alto rendimiento y un sistema
robusto. Para obtener estos marcadores no es necesario tener conocimiento previo de la secuencia y, por
lo tanto, ofrecen una alternativa interesante para el trigo. De hecho, esta tecnologia ha sido aplicada con
éxito en diferentes especies, con poca informacion genética como la avena (Tinker et al., 2009), la
banana (Risterucci et al., 2009), el centeno (Bolibok-Bragoszewska et al., 2009), entre otros. Por todo
esto, las aplicaciones potenciales de los marcadores DArT incluyen: caracterizacion de germoplasma,
mapeo genético, deteccion de genes, mejora asistida por marcadores y busqueda de cambios de
metilacién en el genoma (Dominguez Garcia, 2012).

Los marcadores moleculares DArT son marcadores bialélicos dominantes (presencia versus ausencia) o
hemi dominantes (presentes en dosis doble, dosis simple o ausente). El tipo de clasificacion del marcador

depende tanto de los métodos estadisticos aplicados como del marcador especifico (Kilian et al., 2012).

4.3 Genotipificacion por secuenciacion, usando marcadores DArTseq

El genotipado por secuenciacion usando marcadores DArTseq, por sus siglas en inglés, es un sistema
altamente multiplexado que genera cientos de miles de marcadores de tipo SNPs (Polimorfismo de
nucleotido simple) y PAVs (Variacion de Presencia/Ausencia), que representan un perfil reducido del
genoma y para ello se utilizan plataformas de secuenciacion de ultima generacion (NGS) (Ortega
Jiménez, 2017). Para desarrollar la técnica DArTseq, se utilizan enzimas de restriccion para reducir la

complejidad del genoma y evitar la fraccion repetitiva del mismo (Elshire et al., 2011).
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El genotipado con DArTseq se inicia definiendo un grupo de muestras de ADN representativas del
germoplasma que se prevé analizar con la tecnologia. Este grupo de muestras generalmente corresponde
al acervo genético primario de una especie de cultivo, pero puede restringirse a los dos padres de una
cruza o expandirse a acervos genéticos secundarios e incluso terciarios (Kilian et at., 2012). Esta
coleccién de ADNSs se procesa utilizando enzimas de restriccion y se selecciona una fraccién definida
de fragmentos gendmicos, que se utiliza luego para construir una biblioteca de clones en E. coli. El
proceso de clonacion en bacterias cumple una funcion de “individualizacion” de las sondas obtenidas a
partir de la coleccion resultante de fragmentos genémicos. Los insertos de los clones individuales se
amplifican y se utilizan como sondas moleculares en matrices DArT (Kilian et al., 2012).

La principal ventaja de DArTseq radica en la capacidad de obtener marcadores de una manera rentable
y de alto rendimiento, asi también como la capacidad de localizar fisicamente al marcador en el genoma
(Kilian et al., 2012). Hasta el 90 % de los marcadores DArTseq se alinean de manera Unica con un

genoma de referencia.

5. Lineas recombinantes endocriadas:

Para el desarrollo de lineas recombinantes endocriadas (RILS), el primer paso es la obtencion de un
hibrido inter o intraespecifico entre el parental donante y el parental recurrente. Luego, este hibrido se
autofecunda (como alternativa, se cruzan dos plantas del hibrido) y las plantas asi obtenidas continGan
autofecundandose hasta obtener un conjunto de lineas homocigotas. Como una variante de este método,
se pueden intercalar generaciones en las que se cruzan las plantas de la misma generacién, finalizando
con generaciones de autofecundacién para generar homocigotas (Pollard, 2012). Finalmente, cada una
de las plantas homocigotas diferira de las deméas en la combinacion de alelos (aportados por los dos
parentales) que contenga.

Las RILs, debido a su alto grado de homocigosis, constituyen un material muy estable (Bailey, 1971) y
esto permite disponer de varias réplicas por experimento o evaluar caracteres en distintos ambientes.
Las principales caracteristicas de las lineas endocriadas son isogenicidad, homocigosis, individualidad,
uniformidad fenotipica y estabilidad a largo plazo.

La uniformidad fenotipica de las RILs es un rasgo importante que nos permite afirmar que la variabilidad
en los pardmetros experimentales se debe exclusivamente a factores no genéticos (ambientales o
metodoldgicos). Esta uniformidad nos permite lograr precision estadistica con muchas menos plantas
que las necesarias al trabajar con grupos no consanguineos. La uniformidad hace posible la comparacién
de resultados experimentales entre especies de diferentes ambientes y, ademas, debido a su relativa

estabilidad genética, a lo largo del tiempo (Takuno et al.,2012).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo:

Caracterizar y analizar la variabilidad genética molecular y fenotipica presente en la poblacion F7 de
lineas recombinantes endocriadas (RILS) (BI Quillen x Buck Granate) de trigos candeales argentinos (T.

turgidum L. spp. durum) e identificar marcadores moleculares asociados a componentes del rendimiento.

Objetivos especificos:

1. Evaluar componentes de rendimiento en espiga en las RILs sobre un ensayo a campo.

2. Analizar la diversidad genética de la poblacion RIL utilizando técnica DArTseq

3. Utilizar herramientas bioinformaticas en la blsqueda de asociacion entre los marcadores
moleculares y caracteres relacionados con el rendimiento e identificar posibles genes

candidatos.
Hipotesis:

Los fondos genéticos presentes en la poblacion Bl Quillen x Buck Granate poseen genes con efecto
positivo que incrementan el rendimiento del cultivo, afectando a componentes cuantitativos del mismo
tales como el nimero de espigas por planta, nimero de espiguillas por espiga, nimero de granos por

espiga y nimero de granos por espiguilla.
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ACTIVIDADES Y METODOLOGIA

Material vegetal y ensayos a campo:

Se utilizé una poblacion F7 de lineas recombinantes endocriadas (RILS) de la cruza entre las variedades
de trigo candeal Bl Quillen x Buck Granate. Se dispone de muestras tomadas sobre un ensayo a campo
sembrado en el campo experimental del CERZQOS (Bahia Blanca, Buenos Aires) el dia 8 de agosto de
2023 en plantineras. La fecha de emergencia de las plantas fue el 14 de agosto del mismo afio y las

mismas fueron trasplantadas a campo.

En dicho ensayo se sembraron 128 RILs y los parentales (Bl Quillen y Buck Granate), utilizando como
unidad experimental parcelas de un surco de 2 m., espaciadas a 0,20 m., y 10 plantas por parcela. Las
parcelas fueron aleatorizadas utilizando un disefio en alpha-lattice (Patterson y Williams, 1976) con dos
repeticiones. Cada repeticion incluyd 13 bloques incompletos de 10 parcelas cada uno y se ubicd
fisicamente sobre un tablon de 2 m. de ancho por 26 m. de largo, dentro de un campo experimental. Un
blogue incompleto de cada réplica (R1-7 y R2-7, Figura 1) se trasplant6 sobre un tercer tablon, debido

a la organizacion del campo experimental.

J12 122 20 109 48 82 9

R1-1 R1-2
31 58 79 5704 106 78 83 7 22 23 39 29 19 99| | 2 46 105 80 38 51 60 45 13 102 87] 6 63 50 91 4 121 107 62 67 101 123|

@

R1-3 R1-4
96 126 15 73' 5 47 11 85 55 25 21 92 34 33 116||11 10 130 84 74 95 52 27 70 128 42'8 12 9 72 30 36 16 86 3 114 1|

J13 65 112 88 77 2 3

N

R1-5 R1-6
I 7 24 50 54 18 41 14 44 100 66 1250 3 69 53 104 115 64 5 113 127 83 35| [10 108 111 120 40 8 93 119 94 49 117J 9 43 118 71 59 61 26 68 129 17 6 |

R1-7
[ 1 103 75 28 97 110 76 56 124 81 32|

[re] 2]
[ewee 2 ]
R2-1 R2-2

|12 113 95 76 86 26 2 11 80 82 108' 5 92 119 42 105 48 115 14 7 72 56" 1 29 102 20 123 77 70 43 114 81 24|11 10 31 68 36 15 78 94 85 62 100'

R2-3 R2-4
I3 55 41 28 98 19 6 35 87 43 37]4 71 111 12 21 124 18 45 22 50 109| [43 99 67 52 44 93 5 9 73 59 110} 6 130 88 60 107 106 61 75 53 47 30|

R2-5 R2-6
|2 17 101 117 13 27 39 58 64 25 12?' 7 116 103 127 112 51 23 57 40 84 4"10 126 128 1 32 33 79 89 91 90 118' 9 66 74 38 104 3 65 121 8 34 97'

R2-7
|8 129 69 83 54 9 63 16 122 46 120]

Figura 1. Disefio experimental segun el disefio alpha-lettice (13x10) con dos replicas. En naranja y verde se indican

el nimero de blogue incompleto de las réplicas 1 y 2 respectivamente.

Se aplico riego complementario entre el 15 de agosto al 15 de diciembre y una fertilizacion a la siembra
con 200 kg/ha de DAP y 300 kg/ha de Urea al macollaje. Se cosecharon tres espigas por parcela,

tomando las espigas del macollo principal sobre tres plantas representativas de la parcela.
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Evaluacioén de caracteres relacionados con el rendimiento:

Evaluaciones fenotipicas en campo:

a) Alturade planta (cm) [ALT]: fue medida en el campo a la madurez como la altura en centimetros
desde el suelo hasta la punta de las espigas, sobre tres tallos principales por parcela. Para la
medicidn se utiliz6 una regla de 100 cm.

b) Fecha de espigazon [FE]: medida como el nimero de dias desde la siembra de los RILs y
parentales (08/08/2023) hasta el momento en que el 50% de las espigas emergen de la vaina de
la hoja bandera a la mitad de su longitud (Z 5.5) (Zadok et al., 1974).

c) Numero de espigas/planta [NEP]: fue medido por conteo sobre las tres plantas representativas
y sobre las cuales se tomo posteriormente la muestra de la espiga.

Evaluaciones fenotipicas a medir en espiga: estos caracteres fueron medidos sobre tres espigas por

parcela, las cuales fueron previamente seleccionadas al azar y siendo representativas de la parcela, y

marcadas (con un hilo distintivo) para luego ser posteriormente cosechadas.

d) Numero de espiguillas por espiga [NEE]: fue medido como el conteo de espiguillas en cada
espiga.

e) Numero de granos por espiga [NGE]: fue medido por el conteo de los granos luego de la trilla
de cada espiga.

f) Ndmero de granos por espiguilla [NGe]: fue obtenido por calculo utilizando la siguiente formula
NGe=NGE/NEE

Genotipado de la poblacion RIL y sus parentales:

Sobre tejido fresco de cada RIL y sus progenitores se extrajo ADN genémico llevando a cabo un
protocolo de extraccion en pequefa escala de ADN de muy alta calidad descrito por Dreisigacker et al.
(2016) y desarrollado en el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT®,

www.cimmyt.org).

Una vez obtenido el ADN gendémico de cada RIL y sus progenitores, estos fueron caracterizados
utilizando la técnica DArTseq (Kilian et al., 2012) en colaboracion con la Dra. Carolina Saint Pierre
(CIMMYT, México).
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Analisis de resultados:

Variables fenotipicas

La variabilidad de los caracteres relacionados con el rendimiento (medidos) y su relacién con las
variables ya disponibles (altura y fecha de espigazon) se evalué utilizando el software InfoStat
(http://www.infostat.com.ar/) version estudiantil.

Se obtuvo el promedio de cada variable por parcela, en base a las tres espigas o plantas analizadas, y
luego se analizaron los siguientes caracteres: fecha de espigazon, altura promedio, nimero de espigas
por planta promedio (NEP promedio), nimero de espiguillas por espiga promedio (NEE promedio),
nimero de granos por espiga promedio (NGE promedio), nimero de granos por espiguilla promedio
(NGe promedio). Cada uno de ellos se evalu6 teniendo en cuenta el genotipo del individuo, el bloque
incompleto y la repeticidn en que este se hallaba.

La variabilidad existente dentro y entre los caracteres se evalud utilizando diversas herramientas

estadisticas (Libro de apuntes de Bioestadistica, UNS).

Evaluacion de los marcadores moleculares obtenidos

Los marcadores moleculares obtenidos en cada RIL y sus progenitores, a través de la técnica DArTseq,
se analizaron utilizando la planilla de calculo Excel, dentro del paquete OFFICE. Se realiz6 el filtrado
de los datos de ADN, para eliminar aquellos que no cumplan con estandares de calidad necesarios para
los analisis de asociacion fenotipo-genotipo. Sobre los marcadores moleculares de tipo SNP, se
eliminaron aquellos que fueran monomarficos (una Unica variante alélica), aquellos que tuvieran mas
de 10% de heterocigotos, mas de 10% de datos perdidos o donde la frecuencia del menor alelo (MAF)
fuera menor al 5%. Ademas, se eliminaron aquellos marcadores SNP que mostraron ser homocigotos en

los padres.

Busqueda de marcadores asociados mediante la metodologia de mapeo de asociacion

Para este andlisis se utilizaron herramientas dentro del programa TASSEL v.5.2

(https://www.maizegenetics.net/tassel). La blsqueda de asociacion entre marcadores moleculares (SNP)

y los caracteres fenotipicos (NEE, NGE, NGe y NEP) se obtuvo mediante los modelos lineal general
(GLM) y un modelo lineal mixto (MLM [PCA+K]) (Yu et al., 2006). Se realiz6 un Analisis de
Componentes Principales (PCA) para corregir desviaciones en los resultados debidas a la estructura de
la poblacion RIL y se estim6 la matriz de parentesco (K) entre los genotipos. Ambos resultados se
utilizaron en el analisis de mapeo de asociacion (PCA+K) y finalmente se considerd este modelo para

describir los resultados de asociacién.
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Busqueda de genes candidatos en base a los marcadores SNP identificados

La busqueda de genes candidatos se realizd en base a la posicion fisica de los marcadores identificados
y la informada para las anotaciones funcionales de genes sobre el genoma de trigo candeal
(https://figshare.com/articles/dataset/Durum_Wheat cv_Svevo_annotation/6984035).

Los genes candidatos para los marcadores SNP asociados a los caracteres fenotipicos, se seleccionaron
de una distancia de 80 Kb alrededor del marcador. Se consideraron las principales asociaciones

identificadas en los cromosomas 2A, 2By 6A 'y 7B.

Analisis de la diversidad genética

Para el andlisis de la diversidad genética se utilizé el software DARwin (https://darwin.cirad.fr/), el arbol

filogenético con el que se analizé dicha diversidad se construy6 utilizando el indice Simple Matching y
el método de asociacion Ward (varianza minima). Posteriormente se edit6 el arbol filogenético obtenido

con el software Fig Tree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Resultados Fenotipicos

a) Histogramas de frecuencias:

Para cada una de las variables analizadas se obtuvo un histograma de frecuencias (Figuras 2-5). Para
estos analisis se utilizaron los datos promedio de cada una de las variables, considerando las dos
repeticiones de cada genotipo.

Sobre cada uno de los histogramas se identificaron los genotipos parentales utilizando lineas verticales
(lineas de corte), con la finalidad de analizar la presencia o ausencia de segregacion transgresiva.

Es importante aclarar que, en genética, la segregacion transgresiva es la formacién de fenotipos extremos
0 genotipos transgresivos, observados en poblaciones hibridas segregantes, comparados con los
fenotipos de las lineas progenitoras. La presencia de estos fenotipos transgresivos (extremos) puede ser
positiva 0 negativa en términos de aptitud (Johansen & Latta, 2006).

Las lineas hibridas mostraron mayor variacion genética y en la expresion de genes en sus progenitores.
Como resultado, las lineas hibridas tendrén algunas caracteristicas que son transgresivas (extremas) en

la naturaleza en relacion a sus progenitores (Velasco Lopez, 2013).

Histograma NEP promedio
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Figura 2. Histograma de frecuencias para el numero de espigas por planta (NEP) utilizando valores promedio

La Figura 2 muestra el histograma de frecuencias para la variable nimero de espigas por planta (NEP),
en la misma se observa la presencia de segregacion transgresiva, la cual es evidente debido a la presencia
de RILs cuyo numero de espigas por planta supera o es menor al de los parentales (NEP del genotipo
parental BonINTA Quillen: 4.3; NEP del genotipo parental Buck Granate: 4.5).

En el mismo se observa una distribuciéon de normal, teniendo en cuenta el supuesto de normalidad.

Por otro lado, se observan valores atipicos (alejados de la mayoria de los valores y con menor frecuencia)
los mismos se encuentran en el rango entre 7,95 a 8,29 espigas por planta. Estos corresponden con los
genotipos 19, 28, 55, 62 y 87 los cuales estaban ubicados cercanos entre si en la réplica dos, pero a una

distancia considerable del riego por lo que podria tratarse de una distribucién desigual de nutrientes en
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el suelo y de genotipos que acumularon alelos favorables de distintos loci. Estos genotipos, bajo las
condiciones ambientales de siembra, lograron desarrollar un nimero de granos por espiguilla cercanos

a la media.

Histograma NEE promedio
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Figura 3. Histograma de frecuencias para el nimero de espiguillas por espiga (NEE) utilizando valores promedio

En la Figura 3 se presenta el histograma de frecuencias obtenido para el andlisis del nimero de
espiguillas por espiga (NEE) en el cual se observa una relativa simetria, por lo que se asume que esta
variable sigue una distribucion de tipo normal (gaussiana). Esto nos indica que, para esta variable,
podemos conocer la probabilidad de encontrar un valor de la variable que sea igual o inferior a un cierto
valor, conociendo la media, el desvio estandar y la varianza de un conjunto de datos (al sustituirlos en
la funcién que propone el modelo)

Por otro lado, se observa que existe la presencia de segregacion transgresiva ya que vemos un gran
ntmero de RILs con un NEE inferior y superior al de los parentales (NEE genotipo parental BonINTA
Quillen: 14.8; NEE genotipo parental Buck Granate: 15.5).

Histograma NGE promedio
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Figura 4. Histograma de frecuencias para el nimero de granos por espiga (NGE) utilizando valores promedio

La Figura 4 muestra el Histograma de frecuencias obtenido para la variable NGE promedio (nimero de
granos por espiga promedio). En este histograma se observa una distribucion de tipo bimodal (Moda 1:

30,17; Moda 2: 38,01) y podria tratarse de dos alelos que se encuentran afectando la variable analizada.
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En el histograma también se puede observar la presencia de segregacion transgresiva, la cual se vuelve
evidente por la presencia de genotipos con un nimero de granos por espiga superior e inferior al de los
individuos parentales (NGE del genotipo parental BonINTA Quillen: 28.8; NGE del genotipo parental
Buck Granate: 30.2).

Histograma NGe promedio
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Figura 5. Histograma de frecuencias para el nimero de granos por espiguilla (NGe) utilizando valores promedio

En el histograma obtenido para el analisis del nimero de granos por espiguilla (Figura 5) se evidencia
una distribucidn normal y la presencia segregacion transgresiva ya que se observan RILs con un NGe
inferior y superior al de los parentales (NGe genotipo parental BonINTA Quillen: 1.8; NGe genotipo
parental Buck Granate: 2.00). Ademas, se observan valores atipicos tal como se mencion6 para la Figura
2. Estos valores se encuentran en el rango entre 1,02 a 1,31 granos por espiguilla. La causa de estos
valores podria deberse a diferencias en la disposicién del riego, la variacion de nutrientes en el suelo o
a factores genéticos. Podria ser que estos genotipos, bajo las condiciones ambientales de siembra, no

lograron desarrollar un nimero de granos por espiguilla cercanos a la media.

b) Medidas resumen:
En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos para la media, el desvio estandar (D.E), valores

minimos y maximos y la mediana para cada una de las variables analizadas.

Tabla 1. Medidas resumen (nimero de parcelas, media, desvio estdndar, minimos, maximos y mediana) obtenidos
con InfoStat

Variable n Media D.E Min. Max. Mediana
NEP promedio 257 4,54 1,71 1,00 10,00 4,30
NEE promedio 253 14,49 2,10 7,70 20,00 14,70
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NGE promedio 253 40,86 15,10 7,00 82,70 41,00

NGe promedio 252 2,77 0,86 0,80 4,80 2,70

n= numero de parcelas; D.E= desvio estandar; Min= valor minimo; Méax= valor maximo

¢) Inferencia basada en una muestra:
En la Tabla 2 se observan los resultados para el andlisis de Inferencia basada en una muestra, en el
mismo se obtuvieron resultados para la Prueba de Shapiro-Wilks, D.E, media y coeficiente de variacion
(C.V). Los datos utilizados para el analisis fueron obtenidos a partir del calculo del promedio (para cada
una de las variables) de las dos repeticiones para cada genotipo.

Tabla 2. Datos obtenidos a partir del anélisis de inferencia basada en una muestra con InfoStat

Variable n Media D.E C.V. p (Unilateral D)
NEP promedio 130 4,55 1,16 25,49 0,1726
NEE promedio 130 14,50 1,70 11,72 0,7981
NGE promedio 130 41,08 11,54 28,09 <0,0001
NGe promedio 130 2,77 0,65 23,46 0,0746

C.V.=coeficiente de variacion [(c/ n)*100]

Como se muestra en la tabla, a partir de los promedios calculados y con el uso del software InfoStat, se
obtuvo una media de, aproximadamente, 5 espigas por planta, 15 espiguillas por espiga, 41 granos por
espiga y 3 granos por espiguilla.

Los valores de D.E para las variables NEP promedio, NEE promedio y NGe promedio resultaron bajos,
por lo que los datos obtenidos para estas variables en la poblacion estarian cercanos a la media. Esto no
ocurre con la variable NGE promedio, cuyo valor de D.E es alto, lo que indica dispersion en los datos y
variabilidad en las observaciones (estas se alejan al valor de la media obtenido). Esto puede respaldarse
con los resultados de C.V., para todas las variables, excepto NGE promedio, estos valores resultaron
alejados al 30% (lo que significa que la media aritmética es representativa del conjunto de datos),
mientras que, para la variable antes mencionada, el C.V. resulto cercano al 30% indicando que el
promedio no es representativo del conjunto de datos.

Estos resultados se respaldan con la prueba de Shpiro-Wilk, para la cual se obtuvo un valor p. Esta

prueba indica que la variable NGE promedio no sigue una distribucién normal (p<0.05, rechazo Ho).
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d) Correlacion entre variables:
Los datos utilizados para el andlisis de correlacién se obtuvieron promediando las dos repeticiones
(parcelas) por genotipo y para cada una de las variables. En la Tabla 3 se muestran los resultados del

analisis del Correlacion de Pearson considerando las variables estudiadas.

Tabla 3. Anélisis de Correlacion de Pearson: Coeficientes/Probabilidades

Espigazon Altura NEP NEE NGE NGe
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio

Espigazon 1,00 0,0027 0,52 3,1 E-08 0,24 0,27
Altura 0,26 1,00 0,00 0,00 0,00 2,8 E-07
promedio
NEP 0,06 0,78 1,00 0,00 0,00 7,9 E-10
promedio
NEE 0,46 0,68 0,62 1,00 0,00 3,1 E-05
promedio
NGE 0,10 0,60 0,63 0,65 1,00 0,00
promedio
NGe -0,10 0,43 0,51 0,36 0,92 1,00
promedio

En el tridngulo inferior se muestran los coeficientes de correlacion mientras que en el tridngulo superior se
presentan los valores p de significancia estadistica

Las relaciones significativas entre variables encontradas fueron positivas. Los resultados del analisis de
correlacidn exponen una fuerte asociacion entre las variables Altura promedio y NEP promedio, lo cual
refleja que, ante una mayor altura de planta, mayor sera el nimero de espigas por planta. Otras variables
que mostraron una fuerte asociacion fueron NGE promedio y NGe promedio, esta Gltima asociacion
indicaria que, a mayor nimero de granos por espiga, mayor es el nimero de granos por espiguilla.

Por otro lado, los resultados demostraron que la variable que menor coeficiente de correlacion tuvo con
el resto de las variables fue la Espigazon promedio, teniendo incluso, una correlacion negativa con la

variable NGe, aunque no significativa.

e) Analisis de Regresion:
En las siguientes tablas y en el Anexo A se presentan los analisis de regresion lineal simple para cada
una de las variables estudiadas. Los datos utilizados para estos andlisis se obtuvieron promediando las

dos repeticiones de cada genotipo y para cada una de las variables.
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Tabla 4. Analisis de la regresion lineal entre la Espigazdn y el resto de las variables estudiadas

Espigazon vs. N P F R? R? ajustado
Altura 130 0,0027 9,34 0,07 (7%) 0,06 (6%)
NEP 130 0,5212 0,41 0,0032 (0,32%) 0,00 (0%)
NEE 130 <0,0001 34,70 0,21 (21%) 0,21 (21%)
NGE 130 0,2382 1,40 0,01 (1%) | 0,001 (0.31%)
NGe 130 0,2734 1,21 0,01 (1%) 0,0016 (0,16%)

Valor critico (VC)= 2,731

Los resultados obtenidos en la Tabla 4 demuestran que existe relacion positiva y estadisticamente
significativa entre la Espigazon y las variables Altura (p= 0,027) y NEE (p= <0,0001) pero no hay
evidencias estadisticas de que exista tal relacion entre la Espigazon y el resto de las variables analizadas
(debido a que la probabilidad p de la Espigazén con dichas variables es mayor que 0,005).

La Prueba F refuerza los resultados previamente mencionados ya que, las Unicas variables cuyo valor
de F superan al valor critico de tabla son Alturay NEE (lo cual nos permite rechazar la Ho). En relacion
con los valores de R?, los resultados muestran que el modelo de regresion lineal explica bajos porcentajes

para todas las variables analizadas.

Tabla 5. Analisis de la regresion lineal entre la Altura y el resto de las variables estudiadas

Altura vs. N P F R? R? ajustado
NEP 130 <0,0001 201,21 0,61 (61%) 0,61 (61%)
NEE 130 <0,0001 107,81 0,46 (46%) 0,45 (45%)
NGE 130 <0,0001 72,54 0,36 (36%) 0,36 (36%)
NGe 130 <0,0001 29,44 0,19 (19%) 0,18 (18%)

En la Tabla 5 se puede evidenciar que todas las variables analizadas (NEP, NEE, NGE, NGe) presentan
una relacion positiva y estadisticamente significativa con el cardcter Altura (ya que p<0,0001), esto seria
un indicador de que, a mayor altura de planta, mayor nimero de espigas por planta, nUmero de
espiguillas por espiga y mayor nimero de granos por espiga y espiguilla. Estos resultados son reforzados
por el valor del estadistico F (el cual supera en todas las variables al valor critico de tabla).

En relacion con el coeficiente de determinacion, se puede observar que la variable con mayor porcentaje
es NEP, para esta variable la variacion en altura explica un 61% de la variabilidad total (méas de la mitad

de la variabilidad total). Mientras que, otros factores explican la variabilidad restante.
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Tabla 6. Andlisis de la regresion lineal entre NEP y el resto de las variables estudiadas

NEP vs. N P F R? R? ajustado
NEE 130 <0,0001 80,00 0,38 (38%) 0,38 (38%)
NGE 130 <0,0001 86,12 0,40 (40%) 0,40 (40%)
NGe 130 <0,0001 44,14 0,26 (26%) 0,25 (25%)

En la tabla 6 se observa que las variables NEE, NGE y NGe presentan una relacion positiva y
estadisticamente significativa con la variable nmero de espigas por planta al analizar los valores de
probabilidad p (vemos que todos son menores a 0,05). Estos resultados son respaldados por los valores
de la prueba F (todos superan al valor critico de tabla) lo cual indica que, a medida que aumenta el
namero de espigas por planta, aumentan con este el NEE, NGE y NGe.

En este andlisis, se puede observar que la variable con mayor porcentaje de R? es el nimero de granos
por espiga (NGE). Para esta variable, la variacién en nimero de espigas por planta explica un 40% de
la variabilidad total. Mientras que, el resto de las variables estudiadas (NEE y NGe) explican la

variabilidad restante.

Tabla 7. Andlisis de la regresion lineal entre el NEE y el resto de las variables estudiadas

NEE vs N P F R? R? ajustado
NGE 130 <0,0001 95,17 0,43 (43%) 0,42 (42%)
Nge 130 <0,0001 18,68 0,13 (13%) 0,12 (12%)

La Tabla 7 muestra el analisis de correlacidn lineal entre NEE y las variables NGE y NGe. A partir de
estos resultados se puede observar una relacion entre NEE y el resto de las variables analizadas
(p<0,0001) lo cual indica que, a mayor numero de espiguillas por espigas, el nimero de granos por
espiga y espiguilla sera mayor. Estos resultados estdn reforzados por los valores de la Prueba F
(estadistico F>VC).

En relacion con el R?, la relacion entra variables con mayor porcentaje de la varianza explicada se
observa para NEE-NGE.

Tabla 8. Analisis de la regresion lineal entre el NGE y el NGe

NGE vs. N P F R? R? ajustado

Nge 130 <0,0001 758,18 0,86 (86%) 0,86 (86%)

Al analizar los valores de probabilidad p y del estadistico F de la Tabla 8 observamos que existe relacion

lineal y altamente significativa entre las variables NGE y NGe (p<0,0001) (F>VC). La variable Nimero
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de granos por espiguilla (NGe) fue medida por el calculo (NGE/NEE), de esta variable se espera una
correlacion-regresion alta, siendo el R>=86%, dado que se calcula con el caracter NGE. El alto valor de
R2indica que gran parte de la variabilidad es explicada por el modelo y, solo un 14% de esta variabilidad

explica otros factores.

2. Resultados del analisis genotipico
El andlisis de la informacion molecular se llevé a cabo para las 128 RILs y los parentales, los mismos
se resumen en las siguientes secciones.
Sobre las RILs y los genotipos parentales se amplificaron un total de 18.439 marcadores
correspondientes a polimorfismos de nucleétido simple (SNP). Luego de aplicar los filtros descriptos en

la metodologia, se retuvieron 812 marcadores.

a. Gréficos Manhattan plot

Un diagrama de Manhattan es un tipo especifico de diagrama de dispersion ampliamente utilizado en
gendmica para estudiar los resultados del GWAS (Genome Wide Association Study). Cada punto
representa una variante genética. El eje X muestra su posicién en un cromosoma, el eje Y indica cuanto
esta asociado con un rasgo.

Si una variante muestra un valor de asociaciéon que supera el umbral de significacién marcado en el
estudio (LOD=3 0 2,5), esta sera juzgada como “presuntamente relacionada con el rasgo” (Manhattan

plot in R: a review, s.f.). (https://r-graph-gallery.com/101_Manhattan_plot.html).
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Figuras 6 A, B, Cy D. Diagramas de Manhattan. En estos graficos se muestra el valor de asociacion de cada SNP
con el rasgo estudiado (A= NEP, B=NEE, C=NGE, D=NGe). La escala indica el valor LOD (=-log(p)), cuando el
valor de asociacién obtenido en un SNP supera el valor umbral (p= 3 0 2.5), se determina que el SNP podria estar

asociado con ese rasgo (Uffelmann et al., 2021)

En las Figuras 6 A, B, C y D se observa que, para los caracteres nimero de granos por espiguilla (NGe)
y numero de granos por espiga (NGE), el cromosoma 2A (representado como triangulos verdes) y un
cromosoma desconocido (unknown, representado con lineas negras) presentan variantes con un valor de
asociacion que supera el valor umbral por lo que se determina que dichos SNPs podrian estar asociados
con los rasgos mencionados.

Por otro lado, para la variable nimero de espiguillas por espiga (NEE) vemos una mayor cantidad de
cromosomas cuyas variantes superan el valor umbral, estos son; el cromosoma 2A, el 2B (representado
como rombos amarillos), el 6A (representado como cuadrados vedes) y un cromosoma desconocido
(unknown). Esto nos indica que dichos SNPs estarian presuntamente relacionados con el rasgo
nombrado.

Para el caracter NEP se encontraron dos cromosomas con SNPs asociados (los cuales presentan un valor
de asociacién que supera el umbral p=2.5), estos cromosomas son el 2A y el 7B (representado como

rombos celestes).
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b. Estudio de mapeo por asociacion en la poblacion RIL

Se determiné la asociacion entre los caracteres fenotipicos medidos en espiga y la matriz molecular de
marcadores SNP obtenidos mediante la técnica DArTseq. Se identificaron un total de 12 marcadores
moleculares SNP asociados a uno o mas caracteres fenotipicos. Para cada uno de los caracteres
estudiados, la estructura de datos quedd mejor representada por el modelo de asociacion MLM
(K+PCA). Este modelo considerd cinco componentes del analisis de componentes principales utilizando
datos moleculares como covariable y, ademas, incorpord la correlacién de a pares entre las lineas
mediante la matriz de parentesco (Kinship).

En la tabla 9 se presentan los marcadores moleculares asociados con las variables cuantitativas
estudiadas. También se presenta su localizacion cromosomica y la posicion (en pares de bases [pb]) en
el genoma. En particular, tres marcadores presentaron asociacion con mas de un caracter, mientras que
los otros nueve marcadores restantes solo presentaron asociacion con un solo caracter.

Las caracteristicas de estos tres marcadores fueron las siguientes:

- 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T: Localizado en el cromosoma 2A (posicion 46429124 pb)
presentd asociacién con los caracteres nimero de espigas por planta (NEP), nimero de
espiguillas por espiga (NEE) y nimero de granos por espiga (NGE).

- 1091747|F|0-52:G>A-52:G>A: Localizado en el cromosoma 2A (posicion 155070906 pb)
presentd asociacion con los caracteres nimero de granos por espiga (NGE) y nimero de granos
por espiguilla (NGe).

- 1140354|F|0-24:G>T-24:G>T: Localizado en un cromosoma desconocido, no anclado
fisicamente, (UNKNOWN) presentd asociacién con los caracteres nimero de granos por espiga
(NGE) y numero de granos por espiguilla (NGe), al igual que el marcador molecular

previamente mencionado.
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Tabla 9. Informacion sobre los marcadores moleculares identificados (MM), localizacién cromosomica, posicion fisica en el genoma y asociacion con los caracteres

cuantitativos estudiados en una poblacién de 128 RILs y sus respectivos parentales.

Caracter MM Cromosoma Posicion F P LOD Add effect R? (R?%)
(pb)
NEP 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T 2A 46429124 6,81 0,00162 2,79 -4,54E-01 0,115
(11,5%)
NEE 1110438|F|0-14.C>T-14.C>T 2A 46429124 14,93 1,81E-06 5,74 -1,18E+00 0,262
(26,23%)
NEE 32940342|F|0-13:A>G-13:A>G 2A 45851839 6,97 0,0014 2,85 0,83089 0,132
(13,29%)
NEE 4004331|F|0-18:T>C-18:T>C 2A 51874409 9,72 1,27E-04 3,89 0,94883 0,168
(16,88%)
NGE 1110438|F|0-14.C>T-14.C>T 2A 46429124 6,62 0,00192 2,7 -4,79E+00 0,114
(11,43%)
NGE 1091747|F|0-52:G>A-52:G>A 2A 155070906 8,66 3,13E-04 3,50 6,77324 0,141
(14,13%)
NGe 1091747|F|0-52:G>A-52:G>A 2A 155070906 8,81 2,76E-04 g8 0,36771 0,138
(13,889%)
NGe 1215845|F|0-38:A>G-38:A>G 2A 161696203 6,11 0,00298 2,5 -3,00E-01 0,099
(9,97%)
NGe 994673|F|0-35:G>C-35:G>C 2A 536736281 6,10 0,00305 2,5 0,27175 0,104
(10,46%)
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NEE 12779268]F(0-25:A>C-25:A>C 2B 74498489 10,30 7,72E-05 411 0,91869 0,176
(17,63%)
NEE 1714673|F|0-64:C>T-64:C>T 6A 483681213 6,06 0,0031 2,5 -4,29E-01 0,101
(10,14%)
NEP 997146|F|0-23:C>G-23:C>G 7B 736481446 6,22 0,00269 2,57 0,37215 0,100
(10,01%)
NEE 1095899]F|0-19: T>A-19:T>A UNKNOWN - 11,85 2,13E-05 4,67 1,00712 0,200
(20,04%)
NEE 1128705[F[0-11:A>G-11:A>G UNKNOWN - 6,76 0,00167 2,77 0,79997 0,115
(11,55%)
NGe 1140354|F|0-24:G>T-24:G>T UNKNOWN I 7,31 0,00103 2,98 -3,28E-01 0,124
(12,43%)
NGE 1140354|F|0-24:G>T-24:G>T UNKNOWN I 6,60 0,00194 2,71 -5,69E+00 0,115
(11,5%)

Numero de espigas por planta (NEP), nimero de espiguillas por espiga (NEE), nimero de granos por espiga (NGE) y nimero de granos por espiguilla (NGe)
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La hipétesis nula (Ho) que se prueba con el modelo plantea que no existe asociacion entre marcadores
moleculares y caracteres relacionados con el rendimiento (cuantitativos). Para evaluar la hipdtesis de
trabajo se verifica el valor de p asociado con F y los valores criticos de la Tabla de Valores de la
Distribucién de Fisher. Si el valor del estadistico F supera al valor critico, los resultados son
estadisticamente significativos y puedo rechazar la Ho. En cambio, si el valor de F es menor al del valor
critico, se entiende que los resultados no son estadisticamente significativos y no puedo rechazar la
hipétesis nula.

En la Tabla 9 se puede observar el valor del estadistico F para cada una de los marcadores moleculares
y el caracter cuantitativo asociado. Teniendo en cuenta que N=170 (por ende, VC=3,895), rechazamos
la Ho para cada uno de los marcadores estudiados y confirmamos que existe asociacion entre marcador
y carécter estudiado.

De los valores presentados en la tabla previamente mencionada, el valor de significancia de la prueba
(p) nos indica que la relacion entre marcadores moleculares y variables estudiadas existe y es
estadisticamente significativa ya que, para todos los marcadores estudiados, el valor de p fue menor a
0,05 (p<0,05).

El Logaritmo de las probabilidades (LOD) es una estimacion estadistica de la probabilidad de que se
hereden juntos dos loci genéticos (debido a la cercania fisica, loci ligados) o un locus y un carécter
(Diccionario de genética del NCI, s.f.).

Para este trabajo, el LOD representa una estimacion de la probabilidad de que el marcador molecular
identificado (0 gen ligado) este asociado al caracter cuantitativo estudiado y que, por ende, sean
heredados juntos. EI LOD (logaritmo de las probabilidades), se calcul6 mediante el programa TASSEL
como -log10(valor p) y, una vez obtenidos los valores de LOD para cada marcador, se seleccionaron
aquellos marcadores cuyo valor de LOD fuera superior a 2,5 (valor umbral).

El marcador 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T, asociado a NEE, NEP y NGE mostr6 el mayor valor de
LOD vy se localizé en posicion 46429124 pb sobre el cromosoma 2A con un valor de LOD=5.74. El
SNP present6 alelos C/T. EI marcador 1714673|F|0-64:C>T-64:C>T y otros tres SNP, presentaron

valores de LOD muy cercanos a 2,5.

c. Gréfico cuantil-cuantil (Q-Q Plot)

Un gréfico cuantil-cuantil (Q-Q Plot) es un tipo de grafico que podemos usar para determinar si un
conjunto de datos proviene o no de una distribucion tedrica. Muchas pruebas estadisticas suponen que
un conjunto de datos sigue una distribucion normal y, a menudo, se utiliza un gréfico Q-Q Plot para
evaluar si se cumple (o no) dicha hipoétesis de normalidad. Un gréfico cuantil-cuantil proporciona una

manera fécil de verificar visualmente si un conjunto de datos sigue una distribucion normal. Si la
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distribucidn tedrica constituye una buena aproximacion de la distribucion empirica, cabria esperar que
los cuantiles (puntos) de los datos estén muy proximos a los de la distribucién teérica y, por ende, los
puntos del grafico se dispondran muy préximos a la recta ("Q-Q Plot Normal. Los puntos de posicién
gréfica”, 2007).

En este trabajo, los graficos Q-Q plot comparan los valores observados del -logio (valor-p) para cada
marcador molecular, con los valores esperados del -logio (valor-p) bajo la hip6tesis nula de no
asociacion entre marcadores moleculares y los caracteres en estudio (Ruiz et al., 2021). Cuanto mas
préximos se encuentran los puntos a la recta, mejor sera el ajuste de datos, es decir, se observa una
buena asociacion entre variable y marcadores.

Los graficos fueron elaborados a partir del analisis de la matriz MLM, utilizando el software TASSEL.
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Figuras 7 A, B, C y D. Gréficos cuatril-cuatril para cada una de las variables estudiadas (A=NEE, B=NEP,
C=NGE, D=NGe).

A partir de los gréaficos obtenidos se observa que las variables altura, nimero de espigas por planta
(NEP), nimero de granos por espiga (NGE) y nimero de granos por espiguilla (NGe) presentan la nube
de puntos dispuesta muy préxima a la recta, por lo que se asume que existe una buena asociacion entre
marcadores y variables. En el caso de la variable numero de espiguillas por espiga (NEE) se observa un
buen ajuste (una buena asociacién entre variables) para valores bajos de -logio(valor-p), pero a medida
que estos incrementan, el grafico no muestra una buena asociacion entre los valores esperados y

observados.
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d. Evaluacion del efecto del principal SNP identificado
Considerando que el valor de LOD para el marcador 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T fue el mas alto, se
evaluo su efecto sobre los caracteres medidos utilizando un analisis de la varianza (ANOVA) y luego
del ANOVA se utiliz6 una prueba post hoc de Tukey.
Se plantearon hipétesis para la utilizacién de una prueba de comparacion de medias utilizando el test
de ANOVA para las variables NEP, NEE, NGE, NGe, disefiando como una relacion causal y se
enuncian de la siguiente forma:
- Ha: hay diferencias en el promedio de las medias obtenidas para cada uno de los alelos.
- Ho: no hay diferencias en el promedio de las medias para cada uno de los alelos.
- Prueba estadistica: el valor de significancia de la prueba es de a=0.05 (5%), si es mayor no se
rechaza la hipotesis nula, si es menor se rechaza la hipotesis nula.
Los valores medios de cada componente del rendimiento y para cada alelo del marcador 1110438|F|0-
14:C>T-14:C>T se presentan utilizando graficos de barra (Figuras 8 a 11). Las medias se estimaron
considerando el total de valores de la poblacion RIL para cada alelo. La tabla (Tabla 10) y graficos

correspondientes con cada uno de los test de Tukey se elaboraron con el software INFOSTAT.

Tabla 10. Informacién sobre el valor de N, media de alelos (CC/TT), valor p, CV, y coeficiente de determinacion

(R?) para la prueba post hoc de Tukey

Caracter N Media CC Media TT Valor p cv R?
NEP 108 4,26 4,88 0.0077 25,62 0,07
NEE 108 13,67 15,58 <0,0001 10,22 0,29
NGE 108 39,32 43,33 0,0819 28,49 0,03
NGe 108 2,74 2,80 0,6599 24,32 0,0018

ANOVA NEP (valor p=0.0077)

5.09

4.99

4.90

4.80

o 471
% 461

451
442
432
422

Alelos

Figura 8. Gréfico de barras para el caracter nimero de espigas por planta (NEP) utilizando test post hoc de

Tukey
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ANOVA NEE (valor p=<0.0001)
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Figura 9. Gréfico de barras para el caracter nimero de espiguillas por espiga (NEE) utilizando test post hoc de
Tuckey
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Figura 10. Grafico de barras para el caracter nimero de granos por espiga (NGE) utilizando test post hoc de Tukey
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Figura 11. Gréfico de barras para el caracter nimero de granos por espiguilla (NGe) utilizando el test post hoc de

Tukey

Los resultados obtenidos para la prueba de ANOVAYy, utilizando como prueba post hoc el test de Tukey,
mostraron que las variables nimero de espigas por planta (NEP) y ndmero de espiguillas por espiga
(NEE) presentan un valor de significancia (p) menor a 0,05, lo cual indica que existen diferencias
altamente significativas entre las medias para ambos alelos (rechazo Hg). Mientras que, para las
variables numero de granos por espiga (NGE) y nimero de granos por espiguilla (NGe) no se hallaron

diferencias estadisticamente significativas entre las medias (p>0,05).
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El coeficiente de determinacion R? es una medida estadistica que se utiliza para evaluar la proporcion
de la varianza en una variable dependiente que es explicada por una 0 més variables independientes en
un modelo de regresion. En el contexto de los marcadores moleculares, el R? se utiliza para evaluar la
fuerza y significancia de la asociacidn entre marcadores genéticos y caracteristicas fenotipicas.

En los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) el coeficiente de determinacién se utiliza
para medir la fuerza de la asociacion entre un marcador genético (en este caso, SNPS) y un rasgo
fenotipico (fecha de espigazdén, nimero de espiguillas por espiga, etc.).

Los valores de R? oscilan entre 0 y 1 o expresado en porcentaje, estos valores oscilan entre 0 y 100%.
Un valor de R? cercano a 1 (0 100%) indica que la proporcion significativa de la variabilidad del rasgo
puede ser explicada por el marcador genético.

Para tres de las variables analizadas, no se mostraron valores altos de R? (menores al 10%), lo cual
indica que, para los caracteres cuantitativos NEP, NGE y NGe los marcadores moleculares utilizados
no lograrian explicar una proporcion significativa de la variabilidad de los rasgos mencionados. Si bien,
para el caracter NEE el marcador 1110438|F|0-14:C>T-14:C>T explicé el 29% de la variacién en el
caracter, este valor corresponde a lo que se considera como un QTL mayor. Se encontraron diferencias
significativas entre alelos solo para las variables NEP y NEE por lo que, si bien es necesario validar el
efecto del marcador en otras poblaciones, este podria resultar Gtil en seleccion asistida por marcadores
(MAS).

e. Desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium o LD)

El desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) se refiere a la asociacion que existe entre
alelos de genes que se encuentran ubicados muy cercanamente en un mismo segmento cromosémico o
sobre diferentes cromosomas (Suazo S et al., 2005). El LD describe la no aleatoriedad con la que los
alelos en diferentes loci se asocian entre si en una poblacion. En otras palabras, el desequilibrio de
ligamiento mide la tendencia de ciertos alelos a ser heredados juntos mas frecuentemente de lo que se
esperaria por azar.

El desequilibrio de ligamiento puede medirse utilizando diferentes métodos y métricas que cuantifican
la no aleatoriedad en la asociacion de alelos en diferentes loci, como son el valor de p (p-value), el
coeficiente de determinacion (r?), el coeficiente de desequilibrio de ligamiento (D) y su medida
estandarizada (D"). El r? se utiliza para cuantificar el desequilibrio de ligamiento entre dos loci, un
valor de r? cercano a 1 indica un alto LD (lo que significa presencia de loci ligados fisicamente o co-
heredados aunque sobre distintos cromosomas), y contribuye a identificar regiones del genoma donde
los alelos estan altamente correlacionados. El coeficiente D mide la desviacion de las frecuencias

observadas de haplotipos con respecto a las frecuencias esperadas si los loci fueran independientes.
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D’es una version normalizada del coeficiente D que varia entre -1y 1, facilitando la comparacion entre
diferentes pares de loci.

Valores de r> y D" cercanos a 1 indican un fuerte desequilibrio de ligamiento (sugiriendo que los loci
pueden estar fisicamente cercanos en el cromosoma y/o son heredados juntos con mayor frecuencia),
mientras que valores iguales o cercanos a 0 indican que no hay LD o, en otras palabras, que existe
independencia entre loci. En el caso de una poblacién segregante, un r? o D" cercano a uno puede
indicar desequilibrio de ligamiento debido a la proximidad fisica de dos loci, pero no es exclusivo en
todos los casos; puede ocurrir también que dos genes seleccionados juntos se encuentren en distintos

cromosomas y también puedan encontrarse en desequilibrio de ligamiento.

Tabla 11. Andlisis de la presencia de desequilibrio de ligamiento en MM utilizando valor de p (p-value),

coeficiente de determinacion (r?), coeficiente de desequilibrio de ligamiento (D)

Locus MM Posicion Locus MM Posicion r D’ p-Value
1 2
2A 45851839 - - - - -
2A 1110438| | 46429124 2A 32940342| | 45851839 1 1 7,48E-28
F|O- F|O-
14:C>T- 13:A>G-
14:C>T 13:A>G
2A 4004331| | 51874409 2A 32940342| | 45851839 0,96 1 1,63E-27
F|O- F|O-
18:T>C- 13:A>G-
18:T>C 13:A>G
2A 4004331| | 51874409 2A 1110438|F| | 46429124 | 0,9166682 | 0,957 9,66E-25
F|O- 0-14:C>T- 4 4279
18:T>C- 14.C>T
18:T>C
2A 1091747| | 155070906 2A 32940342| | 45851839 | 0,0768716 | 0,283 0,00829
F|O- F|O- 3 04347
52:G>A- 13:A>G-
52:G>A 13:A>G
2A 1091747| | 155070906 2A 1110438|F| | 46429124 | 0,0457875 | 0,238 | 0,06129 NS
F|O- 0-14:C>T- 5 09524
52:G>A- 14:.C>T
52:G>A
2A 1091747| | 155070906 2A 4004331|F| | 51874409 | 0,0792144 | 0,312 0,00796
F|O- 0-18:T>C- 05675
52:G>A- 18:T>C
52:G>A
2A 1215845| | 161696203 2A 32940342| | 45851839 ([ 0,0724002 | 0,269 0,00907
F|O- F|O- 9 073
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38:A>G- 13:A>G-
38:A>G 13:A>G
2A 1215845| | 161696203 2A 1110438|F| | 46429124 | 0,0386743 | 0,227 | 0,06561NS
F|O- 0-14:C>T- 7 47636
38:A>G- 14:C>T
38:A>G
2A 1215845| | 161696203 2A 4004331|F| | 51874409 | 0,0706785 | 0,282 0,00959
F|O- 0-18:T>C- 5 19062
38:A>G- 18:T>C
38:A>G
2A 1215845| | 161696203 2A 1091747|F| | 155070906 1 1 1,26E-30
F|O- 0-52:G>A-
38:A>G- 52:G>A
38:A>G
2A 994673|F| | 536736281 2A 32940342| | 45851839 | 0,0407936 | 0,206 | 0,06144 NS
0- F|O- 9 37898
35:G>C- 13:A>G-
35:G>C 13:A>G
2A 994673|F| | 536736281 2A 1110438|F| | 46429124 | 0,0113666 | 0,118 | 0,39781 NS
0- 0-14:C>T- 4 94737
35:G>C- 14:C>T
35:G>C
2A 994673|F| | 536736281 2A 4004331|F| | 51874409 | 0,0199917 ([ 0,144 | 0,21857 NS
0- 0-18:T>C- 7 38502
35:G>C- 18:T>C
35:G>C
2A 994673|F| | 536736281 2A 1215845|F| | 161696203 | 0,4463795 | 0,737 5,70E-12
0- 0-38:A>G- 4 5643
35:G>C- 38:A>G
35:G>C
2B 74498489 - - - - -
6A 483681213 - - - - -
B 736481446 - - - - -

Figura 12. Diagrama de desequilibrio de ligamiento (LD plot) expandido a la region del cromosoma 2A
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En la Tabla 11 se observan los valores de p, r? y D’para los marcadores seleccionados (aquellos con
valores de LOD altos).

A partir de los resultados obtenidos se puede deducir que existe desequilibrio de ligamiento en dos
regiones independientes del genoma comprendidas entre los 45851839 y 51874409 pb y los 155070806
y 161696203 pb, presente en el cromosoma 2A. Entre ambas regiones no se encontré LD.

Para el caso de los MM presentes en los cromosomas 2B, 6A 'y 7B, no se encontrd desequilibrio de
ligamiento con otros marcadores asociados por lo que se asume que presentan posicion unica en el
genoma y no muestran desequilibrio de ligamiento.

En el trabajo de Roncallo (2021) se indica que un alto LD entre loci puede deberse a ligamiento fisico,
deriva genética, cuellos de botella o seleccién. Sin embargo, algunos cromosomas, como el 2A,
muestran un nimero extendido y creciente de SNP en alto o completo desequilibrio de ligamiento en
funcion de la distancia, probablemente debido a una presion de seleccién diferencial ejercida sobre estos
cromosomas para mantener loci agronémicamente ventajosos o epistaticos durante el proceso de
mejoramiento.

El estudio del desequilibrio de ligamiento puede ayudar a entender el efecto de las presiones de
seleccién ejercidas sobre el germoplasma, ocurrida durante el proceso de mejora genética. Este
desequilibrio de ligamiento es probablemente causado por un ligamiento fisico (Roncallo et al., 2021).
Tanto la capacidad de capturar asociaciones significativas entre loci polimérficos y la varianza
fenotipica como la utilidad de las estrategias de mapeo de asociaciones dependen de la extension del
LD a lo largo del genoma. La extension del LD como funcion de la distancia genética es indicativa de
la profundidad de la resolucién, asi como de la densidad de marcadores necesarios para obtener

resultados confiables en estudios de mapeo de asociaciones (Roncallo et al., 2019).

f. Genes candidatos

La basqueda de genes candidatos se realiz6 en base a la posicidn fisica de los marcadores identificados
y la informada para las anotaciones funcionales de genes sobre el genoma de trigo candeal. Se
consideraron las principales asociaciones identificadas en los cromosomas 2A, 2B, 6A 'y 7B.

En la Tabla 12 del Anexo B se observan las posiciones en el genoma de trigo candeal de los marcadores
SNP asociados a uno 0 mas caracteres cuantitativos y la posicion en el genoma de los posibles genes

candidatos para dichos marcadores en los cromosomas previamente nombrados.
El marcador 32940342|F|0-13:A>G-13:A>G asociado al caracter NEE, localizado en el cromosoma 2A

(posicion 45851839 pb) presenta gran cercania con el gen TRITD2Av1G023480 (la distancia minima

entre el marcador molecular y el gen mencionado fue de 57405 pb). Dicho gen se encuentra localizado
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en el cromosoma 2A (posicién en el genoma entre 45791690 y 45794434 pb). Sera necesario validar
experimentalmente el gen TRITD2Av1G023480 como responsable de la variacion en el caracter

cuantitativo numero de espiguillas por espiga.

Por otro lado, en funcion de lo observado en la tabla, vemos que el marcador molecular 4004331|F|0-
18:T>C-18:T>C, asociado al caracter NEE, localizado en el cromosoma 2A (posicién 51874409 pb)
presenta una gran proximidad con tres genes ubicados en este cromosoma, estos genes son
TRITD2Av1G026050 (posicion en el genoma entre 51811235 y 51813781 pb), TRITD2Av1G026060
(posicidn en el genoma entre 51822211y 51823989 pb) y TRITD2Av1G026070 (posicion en el genoma
entre 51826660 y 51829915 pb). Estos posibles candidatos, en la region comprendida entre 51811235
y 51829915 pb, deberan estudiarse con mayor detalle para determinar cuél de ellos esta potencialmente
afectando al caracter nimero de espiguillas por espiga.

El marcador 1091747|F|0-52:G>A-52:G>A asociado a los caracteres NGE y NGe, localizado en el
cromosoma 2A (posicién 155070906 pb) resulto ser el marcador con menor distancia (10329 pb) a un
gen candidato. EI gen TRITD2Av1G066860 (Phototropic-responsive NPH3) localizado en 2A entre
155081235 y 155083808 pb, resulta interesante para continuar la etapa de validacion como responsable
de la variacién en el nimero de granos por espiga y espiguilla.

Estos resultados resultan concordantes con en el trabajo de Achilli (2023) en el cual se lograron
identificar SNPs distribuidos en el cromosoma 2A entre las posiciones 86.161.841 y 157.827.531, con
valores maximos de LOD en 149414703 pb y 154732736 pb, asociados a tres caracteres, al nimero de
granos por espiga, namero de granos por espiguilla y nimero de granos por espiguilla fértil. Los
resultados de esta tesis de grado evidencian que esta regién en 2A podria afectar el nmero de granos
por espiga a través de su efecto sobre el nimero de granos por espiguilla. Para esta region, se informan
en la bibliografia un total de 20 QTLs. Sin embargo, solo tres de estos QTLs estuvieron asociados con
el rendimiento o sus componentes, uno de ellos fue informado por Milner et al. (2015) asociado al
rendimiento y los otros dos fueron informados por Roncallo et al. (2017), uno asociado al nimero de

granos por espiguilla y el otro al nimero de granos por espiguilla fértil (Achilli et al., 2023).

Por otro lado, el marcador SNP 12779268|F|0-25:A>C-25:A>C, asociado al caracter NEE y localizado
en el cromosoma 2B (posicion 74498489 pb) se ubica préximo a dos genes en el mismo cromosoma.
Estos genes son TRITD2Bv1G031560 (posicién en el genoma entre 74514953 y 74520155 pb),
TRITD2Bv1G031540 (posicién en el genoma entre 74452070 y 74452965 pb). Deberad entonces,
continuarse la validacion experimental para determinar si estos genes candidatos al caracter nimero de

espiguillas por espiga.
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De acuerdo con el rango establecido (80 kb) no fue posible encontrar genes candidatos para los

marcadores identificados sobre los cromosomas 6A y 7B.

g. Anélisis de la diversidad genética utilizando arbol filogenético

Un arbol filogenético o cladograma es una estructura en la cual las especies estan organizadas en ramas
que las unen de acuerdo con su relacion de parentesco y distancia genética. La distancia genética

representa el nimero de mutaciones entre especies desde su divergencia.

La estructura de la poblacion se estudié sobre las 128 RILs y sus parentales (Bl Quillen, Buck Granate).
El arbol filogenético (Figura 13) se construyd utilizando un total de 347 marcadores SNP, en base a los
cuales se obtuvo una matriz de disimilaridad mediante el calculo del indice Simple Matching.
Finalmente, se utilizé el método de agrupamiento Ward (varianza minima) en la obtencién del arbol.
Los marcadores previamente nombrados también fueron Gtiles en la construccion de un gréafico de
andlisis discriminante de las componentes principales (PCA) (Figura 14).

La poblacion estuvo principalmente dividida en 3 subgrupos con un valor minimo de disimilaridad de
0.041 y un valor maximo de 0.838 (Figura 13). El subgrupo 1 (indicada con color verde) incluyé 68
RILs y los parentales (en total 70 lineas) mientras que los subgrupos 2 y 3 (representadas con color
amarillo y violeta) incluyeron 55 y 5 RILs respectivamente.

Con el nimero y tipo de marcadores utilizados, los parentales (BIQ y BG) no mostraron ser
genéticamente diferentes entre si, lo cual podria deberse a la metodologia utilizada. A pesar de no poder
diferenciar genéticamente a los parentales, se observa una gran diversidad genética entre las lineas

derivadas de la poblacion, producto de la cruza Bl Quillen x Buck Granate.

Estos resultados indican la existencia de 3 subgrupos con moderada a alta diferenciacion, ligeramente
menor a lo reportado en el trabajo de Roncallo (2021) quien analizando 111 accesiones de trigo candeal
sudamericano y utilizando el mismo método de agrupamiento (Ward) encontré 5 subpoblaciones y
ligeramente mayor a lo reportado en el trabajo de Ren (2013), quien analizando 150 accesiones pudo

dividir la poblacion de trigo candeal analizada en dos subpoblaciones genéticamente distintas.

38



Figura 13. Arbol filogenético utilizado para el analisis de la estructura de la poblacion obtenido en base a 347
marcadores SNP, implementando el indice Simple Matching y el método de agrupamiento Ward

BIQG (Axes 1/2)

Figura 14. Analisis discriminante de las componentes principales (ACP) para las 128 RILs y sus parentales
utilizando 347 marcadores SNP
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CONCLUSION

Este trabajo aporta valiosa informacidn sobre la poblacion de trigo candeal estudiada y confirma la
presencia de genes con efecto positivo que incrementan el rendimiento del cultivo, afectando a
componentes cuantitativos del mismo como son el nimero de espigas por planta, nimero de espiguillas

por espiga y numero de granos por espiga y espiguilla.

El estudio de solo los caracteres fenotipicos no permite conocer en profundidad la variabilidad genética
presente en la poblacién en estudio. Por ello, la implementacion de marcadores moleculares (como lo
son los marcadores SNPs) es fundamental para diferenciar RILs en las cuales sus componentes del
rendimiento presenten una mejora en el rendimiento final del cultivo. Ademas, el uso de SNP permite

caracterizar la poblacion y conocer la diversidad genética presente.

Este trabajo, permitié postular genes asociados a caracteres relacionados con el rendimiento y sustentan
las bases para futuras investigaciones. Los resultados presentados podrian tener fuerte implicancia en
estudios genéticos en el cultivo de trigo, en el proceso de mejora 'y en la seleccion de lineas segregantes.
Ademas, pueden contribuir en la conservacion de la diversidad genética de la especie, ya que estudiar
genes asociados a caracteres cuantitativos puede ayudar a entender como las poblaciones responden a
los cambios ambientales y como se puede mantener la variabilidad genética necesaria para la adaptacion

y supervivencia a largo plazo.
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Anexo A

Figura A. Andlisis de regresion entre la Espigazon y las demés variables estudiadas
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Figura B. Anélisis de regresion entre la Altura promedio y el resto de las variables estudiadas
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Figura C. Analisis de regresion entre NEP promedio y el resto de las variables estudiadas
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Figura D. Andlisis de regresion entre NEE promedio y el resto de las variables estudiadas
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Tabla 12. Posicién de marcadores SNP asociados a los caracteres bajo estudio y los posibles genes candidatos

(identificacion del gen, cromosoma en el que se encuentra, posicién en el genoma en pb y descripcion funcional
del mismo)
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Distancia

MM Chr Po'\s/hc\blon ID del gen candidato | Chr* pb:gcm pbflsfln Descripcién funcional minima al gen
candidato
NBS-LRR disease resistance

32940342|F|0- protein%?2C putative%2C

13:A>G-13:A>G | 2A | 45851839 | TRITD2Av1G023480| 2A | 45791690 | 45794434 expressed 57405

1110438|F|O-

14:C>T-14:C>T | 2A | 46429124 No identificado

4004331|F|0- Short chain

18:T>C-18:T>C | 2A | 51874409 | TRITD2Av1G026050| 2A | 51811235 | 51813781 dehydrogenase/reductase 60628
TRITD2Av1G026060| 2A | 51822211 | 51823989 Subtilisin-like protease 50420
TRITD2Av1G026070| 2A | 51826660 | 51829915 | Serine/threonine-protein kinase 44494

1091747|F|O-

52:G>A-52:G>A | 2A | 155070906 | TRITD2Av1G066860 | 2A |155081235 | 155083808 | Phototropic-responsive NPH3 10329

1215845|F|0-

38:A>G-38:A>G | 2A | 161696203 No identificado

12779268|F|0- Dipeptidyl-peptidase%2C

25:A>C-25:A>C | 2B | 74498489 | TRITD2Bv1G031560| 2B | 74514953 | 74520155 putative 16464

Myb/SANT-like DNA-binding

TRITD2Bv1G031540 | 2B | 74452070 | 74452965 domain protein 45524

1714673|F|0-

64:C>T-64:C>T | 6A |483681213 No identificado

997146|F|0-

23:C>G-23:C>G | 7B | 736481446 No identificado
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