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Resumen

Coeficiente de fertilidad de la espiga de trigo (Triticum aestivum L.) como

alternativa para mejorar el rendimiento potencial

Este trabajo se focalizé en el coeficiente de fertilidad de la espiga (CFE-granos
por peso seco de espiga en antesis), una caracteristica promisoria para la mejora genética
del rendimiento potencial. Basada en un modelo fisioldgico robusto, que contempla no
solo al CFE, sino también al coeficiente de fertilidad en antesis (CFEa-flores fértiles por
peso seco de espiga en antesis) y a su estimador en cosecha (CFEm-granos por unidad de
peso seco de chaff a cosecha), el objetivo general de este trabajo fue analizar las
relaciones fisioldgicas e identificar las bases genéticas y moleculares del coeficiente de
fertilidad y los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga. Para
ello se utilizaron dos poblaciones haploides duplicadas generadas a partir de padres
contrastantes para CFE. Estos padres son cultivares de alto rendimiento (Baguette
Premium 11 y Baguette 19 de alto coeficiente y BioINTA 2002, de bajo coeficiente).
Dichas poblaciones fueron genotipadas con 90.000 marcadores SNPs y fenotipadas en las
EEA INTA Pergamino y Marcos Juérez totalizando 4 o 5 ambientes (dependiendo de la

poblacion).

Los resultados permiten concluir que las espigas con mayor coeficiente de
fertilidad son mas cortas y compactas, invirtiendo menor materia seca en componentes
estructurales. Como consecuencia de ello, el nimero de flores fértiles por espiguilla es
mayor Yy el cuaje de granos mejora, incrementado de esta forma el nimero de granos por
espiga. En cuanto a las bases genéticas, se identificaron 33 QTL mayores y estables, 28

para estructura de espiga y 5 para coeficiente de fertilidad. En relacion con estos ultimos,
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QFEm.perg-3A (para CFEm) y QFFE.perg-5A (para CFEa, CFE y CFEm) fueron
validados en poblaciones F2 independientes. El estudio de sus efectos pleiotropicos
determin6 que QFEm.perg-3A incrementa 10%, mientras que QFFE.perg-5A 16%, el
rendimiento de la espiga por unidad de peso seco particionado hacia la misma en antesis
de manera aditiva, resultando en un incremento del rendimiento de espiga en 3y 5%, y
de rendimiento m? de 5% y 7%, respectivamente. Los marcadores KASP asociados a
ellos pueden ser utilizados en programas de seleccion asistida con el objetivo de mejorar
la tasa de ganancia del rendimiento potencial en trigo, al poder realizar seleccion

temprana de esta caracteristica dentro de los planes de mejoramiento.

Palabras claves (5-10): coeficiente de fertilidad de espiga en antesis, cuaje de
grano, peso seco de espiga en antesis, chaff, longitud de espiga, compactacion de espiga,

peso de grano, QTL, efectos pleiotropicos, efectos epistaticos.
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Abstract

Wheat (Triticum aestivum L.) Spike fruiting efficiency as an alternative to

increase yield potential

This work is focused on the spike fruiting efficiency (FE-grains per spike dry
weight at anthesis), a promising trait for the genetic improvement of yield potential.
Based on a robust physiological model, which considers not only FE, but also spike
fruiting efficiency at anthesis (FEa- fertile florets per spike dry weight at anthesis) and its
estimator at harvest (FEm -grains per unit of chaff dry weight at harvest), the general
objective of this thesis was to analyze the physiological relationships and identify the
genetic and molecular bases of spike fruiting efficiency and the structural and numerical
components of spike fertility. For this, two double haploid populations generated from
parents contrasting for FE were used. These parents are high-yield cultivars (Baguette
Premium 11 and Baguette 19, with a high fruiting efficiency and BioINTA 2002, with a
low fruiting efficiency). These populations were genotyped with 90,000 SNPs markers
and phenotyped in the EEA INTA Pergamino and Marcos Juarez in 4 or 5 environments

(depending on the population).

Results allowed to conclude that the spikes with the highest spike fruiting
efficiency are shorter and more compact, investing less dry matter in structural
components. Consequently, the number of fertile florets per spikelet is higher and grains
set improves, thus increasing the number of grains per spike. Regarding the genetic bases,
33 major and stable QTL were identified, 28 for spike structure and 5 for spike fruiting
efficiency. Regarding the latter, QFEm.perg-3A (for FEm) and QFFE.perg-5A (for FEa,

FE and FEm) were validated in independent F2 populations. The pleiotropic effects
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determined that QFEm.perg-3A increases by 10%, while QFFE.perg-5A increases by
16%, the spike yield per unit of spike dry weight partitionted towards in anthesis, in an
additive way, resulting in an increase in spike yield of 3 and 5%, and yield m of 5% and
6,8%, respectively. The KASP markers associated with them can be used in assisted
selection programs in order to improve the potential yield gain rate in wheat, by beaing

able to make early selection of this characteristics within breeding plans.

Key words (5-10): spike fruiting efficiency at anthesis, grain set, spike dry weight
at anthesis, chaff, spike length, spike compactness, grain weight, QTL, pleiotropic effects,

epistatic effects.
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CAPITULO I: Introduccién general



1.1. Planteo del problema y revisién de antecedentes

1.1.1. Produccion actual de trigo y proyecciones futuras

El trigo pan (Triticum aestivum L.) es uno de los principales cereales que
abastecen la demanda mundial de alimentos ya que provee el 20% de las calorias en la
dieta humana, siendo asi clave su produccién para asegurar un estandar razonable de
seguridad alimentaria (Tweeten y Thompson 2008; Chand 2009; Reynolds et al. 2012).
Esta previsto que la poblacién mundial aumente en mas de 1.000 millones de personas en
los proximos 15 afios, por lo que se alcanzarian los 9.700 millones en 2050 (ONU 2021).
Este incremento poblacional, asociado a una mejora en la calidad de las dietas, provocara
un aumento en la demanda de trigo por lo que es necesario que su produccién crezca

aproximadamente un 50% entre 2008 y 2050 (Borlaug 2007; Chand 2009; FAO 2016).

El aumento de la produccion podria en teoria lograrse a traves de incrementos en
el area sembrada. Sin embargo, el area mundial ocupada con trigo se encuentra
estabilizada (221 + 8 Mha) desde hace poco méas de medio siglo (1961) (FAO 2016). Por
el contrario, la produccion mundial aument6 a una tasa elevada desde los 70° (11,6 Mt
afo?) para declinar a casi la mitad (6,3 Mt afio™!) a partir de 1991, totalizando en la
actualidad 766,5 Mt (FAO 2021). Esta tendencia fue consecuencia de variaciones en la
ganancia de rendimiento alcanzado, que cayé de 49 a 33 kg ha* afio* comparando los
periodos 1970-1990 vs 1991-2014 (FAO 2016). Dado que el area sembrada se encuentra
estabilizada, e intentar ampliarla implicaria utilizar areas de alta susceptibilidad a la
degradacion (Andrade 2011), los principales esfuerzos para incrementar la produccion
mundial deben concentrarse en seguir mejorando el rendimiento alcanzado. Sin embargo,
la expectativa de alcanzar dicha meta es escasa ante un escenario de desaceleracion de la

ganancia de rendimiento (caida de 34% entre los periodos pre y post 1990/91).



3

Argentina produce alrededor de 18,8 Mt de trigo (2017-2019, FAO 2020),
aproximadamente un 2% de la produccion mundial, de los cuales 6 a 7 Mt son para
consumo interno y el resto saldo exportable. El incremento en la demanda a nivel mundial
implica una gran oportunidad para un pais exportador como el nuestro. El area destinada
a trigo crecio, con grandes variaciones interanuales, desde las 3,7 Mha en 1970 hasta las
7 Mha en 1996. La produccion copi6 dicho incremento, desde 4,9 a 16 Mt. A partir de
alli, la superficie de trigo cayd en forma sostenida hasta las 3,6 Mha (2015/16,
www.agroindustria.gob.ar), una tendencia atribuible, principalmente, a las regulaciones
del mercado de exportacion durante los ultimos afios del periodo. La ganancia en
rendimiento alcanzado (34,7 kg ha* afio!, 1970-2014, FAO 2016) permitié sostener en
parte la produccion, la que promedi6 las 10,3 Mt en 2015/2016, con rendimiento
promedio de 2,9 t ha* (www.agroindustria.gob.ar). Actualmente, el cultivo incrementé
su superficie cosechada a 6,7 Mha durante la Gltima campafa (2019/20), llevando la
produccidn nacional a 19,8 Mt, observandose un gran incremento interanual respecto a la
cosecha 2015/16, con un rinde promedio nacional de 29 t ha!

(www.agroindustria.gob.ar).

Gran parte de la produccion se obtiene en la Region Pampeana, una de las zonas
productoras mas importantes del mundo (Hall 1992). Dentro de dicha region, la provincia
de Buenos Aires aporta el 57% de la produccion nacional (2021 -
www.agroindustria.gob.ar). EI Noroeste bonaerense® es una de las subregiones mas
productivas (Pampa ondulada), aportando el 12,3% de la produccion provincial (2016-

2017, www.agroindustria.gob.ar). Argentina podria sostener esta produccion si lograra

Dpartidos de 25 de Mayo, 9 de Julio, Alberti, Arrecifes, Baradero, Capitan Sarmiento, Carmen de
Areco, Chacabuco, Coldn, Junin, Pergamino, Ramallo, Rojas, Salto, San Andrés de Giles, San Antonio de
Areco, San Nicolas, San Pedro.



4

mantener los valores histéricos de 6,5 M ha y sostener los 3,0 t hat de rendimiento real.

Para superar dicho valor deberia mejorarse el rendimiento alcanzado por el productor.

Una via para aumentar el rendimiento alcanzado por el productor consiste en
mejorar el rendimiento potencial (es decir, el rendimiento de un cultivar adaptado sin
restricciones hidrica ni nutricionales y libre de estreses bidticos, Evans et al. 1993)
mediante mejoramiento genético, dado que esta mejora generalmente se expresa en
ambientes dptimos y sub-dptimos (Fischer 1984; Calderini y Slafer 1998; Slafer y Araus
2007; Fischer 2007; Reynolds et al. 2009; Fischer y Edemeades 2010). La tasa de
progreso genético del rendimiento potencial ha sido cercana al 1% (entre 1984-1995,
Sayre 1997; Abbate et al. 1998; Shearman 2005), pero durante los Ultimos afios se han
reportado valores que oscilan entre 0,6 y 1,1% (Fischer et al. 2014). En Argentina,
trabajos recientes indican ganancias entre 0,18% (entre 1990 y 2011, Lo Valvo et al.
2018) y 0,74% afio* (entre 1970 y 2011, Curin et al. 2021). Estas tasas se encuentran por
debajo de 2,4% afo™, que es la proyectada a nivel global como necesaria para alcanzar la
produccion demandada en el futuro (Ray et al. 2013). EI mejoramiento de trigo se ha
basado en la seleccion empirica del rendimiento per se debido a la complejidad del
caracter y a la falta de conocimiento y herramientas Utiles, ya sean fisioldgicas y/o
genéticas, con aplicabilidad real en los programas de mejora (Snape y Moore 2007).
Comprender las bases fisioldgicas y genéticas de los atributos que definen el rendimiento
potencial en el ambiente objetivo de mejora ayudaria a identificar atributos promisorios
para asistir al mejoramiento tradicional y mejorar la tasa de ganancia genética (Slafer

2003).



1.1.2. Desarrollo del cultivo y modelo de generacion de rendimiento

Durante el ciclo del cultivo se pueden identificar cambios tanto a nivel
morfolégico como fisioldgico, ya sean externos o internos, que marcan el inicio y fin de
generacion de distintos 6rganos y, de esta forma, los periodos de generacion de

componentes numéricos del rendimiento (Figura 1).

Adapodo de Skafer y Rawson, 1994

N ‘
VAR e N

SIEMBRA INICIACION ESPIGUILLA ANTESIS MADUREZ TIEMPO
FLORAL TERMINAL

INICIACION HOJAS  INICIACION ESPIGUILLAS

INICIACION FLORES MUERTE FLORES

CUAJE LLENADO
B p——)

EXPANSION DE HOJAS

MACOLLAJE l MUERTE DE MACOLLOS

[ ENCARAZON ]

PCE

ESPIGAS m ™

NUMERO FINAL DE HOJAS | ESPIGUILLAS ESPIGA * FLORES FERTILES ESPIGA * GRANOS ESPIGA* | mg GRANO*

Figura 1. Diagrama del crecimiento y desarrollo del cultivo de trigo desde
siembra hasta madurez fisioldgica, con detalle de estructuras formadas, cambios
morfolégicos externos y definicion de componentes del rendimiento, segun etapas del
desarrollo. PCE: Periodo de Crecimiento de la Espiga. Las lineas verticales indican el
momento en el cual queda definido el numero final de cada estructura. Tomada de
Pérez-Gianmarco 2020.

La ontogenia del cultivo puede dividirse en tres fases. Una primera fase,

denominada vegetativa, donde se diferencian hojas, que abarca desde la imbibicién hasta



la iniciacién floral. Continta una segunda etapa, reproductiva, donde se diferencian las
espiguillas (desde iniciacion floral hasta espiguilla terminal) y posteriormente las flores
dentro de ellas, culminando con la antesis. Finalmente, una tercera fase, denominada
llenado de grano, que estd comprendida desde este Gltimo punto hasta la madurez
fisioldgica.

Desde un punto de vista numérico, el rendimiento a nivel de cultivo (RTO m2)
puede dividirse en dos grandes componentes: el nimero de granos por metro cuadrado
(NG m?) y el peso medio de dichos granos (PG) [1]. El NG m2 queda definido
aproximadamente 10 dias post antesis, cuando los granos superan la etapa de cuaje (o fase
lag del llenado de grano), mientras que el peso queda fijado en madurez fisioldgica. Si
bien el NG m se genera durante gran parte del ciclo, el periodo previo (-20 dias aprox.)
y posterior (+10 dias aprox.) a la antesis es critico para su definicion (Fischer 1975, 1985).
Durante este periodo se determina la supervivencia de los macollos y asi el nimero de
espigas my el nimero de flores fértiles por espiga (FF). Durante el periodo pre-antesis
se diferencian entre 6 a 12 primordios florales por espiguilla (Sibony y Pinthus 1988;
Youssefian et al. 1992). Sin embargo, muchas de las flores iniciadas abortan (denominado
como “mortandad floral” o “degeneracion floral”), reduciéndose a unas pocas las que
alcanzan el estado de flor fértil en antesis (Langer y Hanif 1973; Kirby 1988; Siddique et
al. 1989a). La cantidad de asimilados particionados a la espiga durante este periodo
determina el grado de mortandad floral y el peso final de la espiga en antesis (Fischer
1975, 1985; Kirby 1988; Ghiglione et al. 2008; Gonzalez et al. 2011a), explicando la
relacion positiva frecuentemente encontrada entre el peso seco de las espigas por m2 en
antesis (PSE m?) y el nimero de flores fértiles por m2 y granos por m2 (NG m-?) (Fischer

y Stockman 1980; Stockman et al. 1983; Thorne y Wood 1987; Slafer et al. 1990; Savin
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y Slafer 1991; Abbate et al. 1997; Demotes-Mainard et al. 1999). Basado en este modelo
ecofisiologico, Fischer (1984) propuso comprender el numero de granos como el
resultado del peso seco de las espigas en antesis y su coeficiente de fertilidad (CFE-
numero de granos logrados por unidad de peso de espiga en antesis [2]). A su vez, el peso
de las espigas en antesis depende de la duracion del periodo de crecimiento (PCE) y la
tasa de crecimiento de las espigas (TCE) siendo ésta ultima funcion de la tasa de
crecimiento del cultivo (TCC) y de la particion de biomasa a las espigas (PBE) durante

la etapa pre-antesis [3].
[1]RTO m?2=NG m?x PG
[2] NG m2 = PSE m? x CFE
[3] NG m2 = PCE x TCC x PBE x CFE

El mejoramiento del rendimiento de trigo durante el siglo pasado se basé en el
aumento del NG m2 a través de una mayor PBE, como un efecto indirecto de la reduccion
de la altura de la planta (Siddique et al. 1989a; Slafer et al. 1990; Slafer y Andrade 1993;
Calderini et al. 1999). Este mayor NG m= estuvo estrechamente vinculado a la
produccién de granos por espiga (NG) pero sin una tendencia consistente en el nimero
de espigas por unidad de area (Waddington et al. 1986; Perry y D’Antuono 1989;
Siddique et al. 1989b; Slafer y Andrade 1993; Slafer y Andrade 1989; Acreche et al. 2008;
Del Pozo et al. 2014; Lo Valvo et al. 2018; Curin et al. 2021). Dado que los cultivares
actuales ya se encuentran en una altura éptima, nuevas y diferentes alternativas han sido
planteadas para incrementar el rendimiento potencial del cultivo (Reynolds et al. 1996;
Slafer et al. 1996; Reynolds et al. 2010; Foulkes et al. 2011; Foulkes y Reynolds 2015).
En germoplasma local, el nimero de granos sigue siendo un atributo importante para

mejorar el rendimiento potencial (Gonzalez et al. 2014; Lo Valvo et al. 2018; Curin et al.



2021). Utilizando cultivares relativamente recientes (liberados entre 2000-2008) y
adaptados al norte de Buenos Aires, Gonzéalez et al. (2011b) mostraron que las diferencias
en RTO m2y NG m-2 entre los cultivares estaban altamente asociadas a variaciones en el
CFE, coincidiendo con resultados similares observados en cultivares liberados previo a
la década del 90 adaptados al sudeste de Buenos Aires (Abbate et al. 1998). Trabajos
posteriores también encontraron una relacion positiva entre el NG m?y el CFE m? en
germoplasma moderno, realzando la importancia de esta caracteristica (Lazaro y Abbate
2012; Garcia et al. 2014; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al. 2018). De esta manera, en
germoplasma local adaptado a la Pampa Ondulada, se ha propuesto al CFE como atributo
promisorio para mejorar el NG m2y de esta forma el rendimiento potencial (Gonzélez et
al. 2011b). A partir del estudio de Gonzélez et al. (2011b), se seleccionaron cultivares
contrastantes para CFE, pero similares para otras caracteristicas que afectan el nimero de
granos (ciclo a antesis, PCE -estimado como duracién del periodo de encafiazon-, altura,
PSE m? y nimero de espigas m2) y se desarrollaron dos poblaciones haploides

duplicadas (HD) que fueron utilizadas en este trabajo.

1.1.3. El coeficiente de fertilidad de espiga como atributo promisorio para mejorar

el nimero de granos y su relacion con el peso seco de la espiga

El CFE es una caracteristica compleja puesto que integra: (i) la particion de
biomasa dentro de la espiga entre estructuras de sostén (CH, chaff =
raquis+gluma+lema+palea+arista) y flores fértiles, (ii) la dinamica de evolucién de las
flores hasta su estado de flor fértil, y (iii) el cuaje de los granos (nimero de granos/nimero
de flores fértiles). De alli que el CFE a su vez puede comprenderse como el producto

entre el coeficiente de fertilidad de la espiga en antesis (CFEa) [4], es decir, nimero de
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flores fértiles (FF) establecidas por unidad de peso seco de espiga en antesis (PSE), y el
cuaje de granos (GST, del inglés grain set) (Figura 2). Como el PSE es complejo de medir
cuando el nimero de parcelas es grande, o en las primeras generaciones de un plan de
mejoramiento (es una medicidn destructiva y que consume mucho tiempo), se utiliza
como estimador el peso seco de las espigas en madurez sin granos (o Chaff) (por ejemplo,
Stapper y Fischer 1990; Gonzalez et al. 2011b; Martino et al. 2015; Alonso et al. 2018).
Entonces, el coeficiente de fertilidad de espiga a menudo se calcula como el nimero de
granos producidos por unidad de chaff, denominado en el presente trabajo como
coeficiente de fertilidad de espiga a madurez (CFEm), de acuerdo con Fischer y Rebetzke

(2018).

[4] CFE = CFEa x GST = (FF / PSE) x GST

Algunos autores (Abbate et al. 2013) informaron una alta correlacion entre el CFE
medido a madurez (es decir, CFEm) y a los 7 dias post antesis, mientras que otros (Slafer
et al. 2015) han mostrado una baja correlacion entre el CFE y el CFEm (Elia et al. 2016).
A medida que el CFE es mayor suele incrementarse la subestimacion realizada por el
CFEm (Slafer et al. 2015), y a veces pueden observarse cambios de ranking en los
genotipos (Elia et al. 2016). Las dos poblaciones HD utilizadas en este trabajo mostraron
una correlacion global moderada entre CFE y CFEm (Pretini et al. 2020a), coincidiendo
con Elia et al. (2016), la cual dependi6 principalmente de los ambientes probados porque
el uso del CH como estimador del PSE fue variable segin el ambiente. EI CH fue mas
pesado que el PSE en la mayoria de los casos (Pretini et al. 2020a), confirmando que
puede ser un 20-50% mayor (Fischer y Stockman 1980; Stockman et al. 1983; Slafer et

al. 2015; Elia et al. 2016) por factores atin desconocidos (Fischer 2011; Slafer et al. 2015).
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Figura 2. Proceso de determinacion del nimero de granos por espiga (NG). El
Chaff (CH, peso seco de la espiga en madurez sin grano) se utiliza generalmente como
estimador del peso seco de la espiga en antesis (PSE) y el coeficiente de fertilidad de
espiga se calcula a madurez (CFEm) como estimador del CFE. FF, flores fertiles por
espiga; CFEa, coeficiente de fertilidad de espiga en antesis; GST, del inglés grain set
o0 cuaje (granos obtenidos por flor fértil); NEF, nimero de espiguillas fértiles; FFEF,
flores fértiles por espiguilla fértil; NET, nimero de espiguillas totales; CN,

compactacion; LE, longitud de espiga.

Al inicio de este trabajo no habia publicaciones que mostraran la relacion entre el

CFEay el CFE, donde el cuaje de flores fecundadas puede afectar el nimero de granos

obtenidos. Si bien, en los cultivares modernos de trigo el cuaje suele ser alto (> 80% de

las flores fértiles forman granos, Siddique et al. 1989a; Gonzélez et al. 2003; Elia et al.

2016), recientemente en cultivares elite alemanes se reportaron en ensayos de invernaculo

GST menores al 60% (Guo et al. 2016). El estudio fenotipico de las poblaciones utilizadas

en este trabajo (Pretini et al. 2020a) mostrd que la correlacién entre CFE y CFEa fue

mayor que entre CFE y CFEm. Sin embargo, el CFE no se estableciéo completamente en

antesis, ya que el GST tuvo un gran impacto en la determinacion del NG (Pretini et al.

2020a). Por ello, en el presente trabajo, se aborda el estudio del GST y del CFEa, ademés

del CFE y su estimador a madurez, CFEm.
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Para que la seleccién por CFE resulte en mayor NG primero, y en mayor
rendimiento después, no debiera observarse una respuesta compensatoria del PSE y del
peso de los granos al incremento del CFE. Existen contradicciones respecto a la relacion
entre el CFE y el PSE. Algunos autores han reportado una relacion negativa (Dreccer et
al. 2009; Ferrante et al. 2012; Lazaro y Abbate 2012; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al.
2018) mientras que otros no (Gonzalez et al. 2011b; Garcia et al. 2014; Rivera-Amado et
al. 2019), indicando que podria ser factible encontrar cultivares de alto CFE y alto PSE.
El estudio de las poblaciones HD utilizadas en este trabajo (Pretini et al. 2020a) mostrd
una fuerte correlacion negativa entre el CFEa y el CFE vs el PSE para la variacion entre
genotipos dentro de los ambientes, pero sélo fue negativo a traves de ambientes
(considerando todos los genotipos) para CFEa y no significativo para CFE. La
variabilidad ambiental podria explicar los diferentes resultados reportados sobre las
compensaciones entre PSE y CFE. El trabajo de Pretini et al. (2020a) fue el primero en
informar sobre la compensacién entre PSE y CFEa, y debe tomarse con cuidado ya que
una variable incluye mateméaticamente a la otra. De hecho, al estimar el grado de
correlacion espuria entre ambas variables, de acuerdo con Brett (2004), ésta dio valores
medios a altos (entre 0,45 y 0,80 dependiendo de la poblacion y el ambiente) (Pretini et
al. 2020a). Sin embargo, se observo una gran variacion para el CFEa a un mismo valor
de PSE para los distintos genotipos dentro de los ambientes (Pretini et al. 2020a). Con
respecto a la relacion entre el peso de grano y el CFE, las evidencias son también
contradictorias. Mientras que Fischer y HilleRisLambers (1978), Ferrante et al. (2012) y
Terrile et al. (2017) observaron una respuesta negativa, Gonzalez et al. (2014), Lo Valvo
et al. (2018) y Rivera-Amado et al. (2019) no observaron dicha respuesta. El estudio de
estas compensaciones es abordado en esta tesis desde un enfoque genético, a partir del

estudio de efectos pleiotropicos de los QTL detectados (ver proximo item 1.1.4).
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Para que una caracteristica sea promisoria para seleccion fenotipica como rasgo
secundario en la mejora del rendimiento potencial, ademéas de estar funcionalmente
asociado a la generacion del rendimiento y presentar variabilidad genotipica en el
germoplasma a mejorar en el ambiente objetivo, ésta debe mostrar valores medios (0,20-
0,50) a altos (> 0,50) de heredabilidad (Stanfield 1971; Jackson et al. 1996; Araus et al.
2008). Trabajos previos mostraron un alto impacto del genotipo y una interaccion
genotipo x ambiente (GxA) relativamente baja en el CFE (Terrile et al. 2017) y el CFEm
(Mirabella et al. 2016; Gonzélez et al. 2011a), excepto en condiciones de estrés térmico
alrededor de la antesis (Terrile et al. 2017). Algunos autores reportaron que la
heredabilidad en sentido estricto para CFEm es alta (Alonso et al. 2018) pero no habia
informes al respecto para el CFE y el CFEa. En Pretini et al. (2020a) pudimos establecer,
para las dos poblaciones HD que utilizamos en este trabajo, que la heredabilidad en
sentido estricto para el CFE puede ser alta o nula (dependiendo de la poblacion de
estudio), mientras que la heredabilidad del CFEm fue alta para ambas poblaciones. En
dicho trabajo (Pretini et al. 2020a) reportamos por primera vez la heredabilidad en sentido
estricto del CFEa (0,58 a 0,52) la cual result6 ser similar a la del CFE (0,60) y CFEm

(0,63 a 0,56).

El nimero de flores fértiles por espiga (FF) estd determinado desde el punto de
vista numerico por la cantidad de espiguillas totales por espiga (NET), el namero de ellas
que sean fértiles (es decir, que posean al menos una flor fértil, NEF), y el nimero de flores
fértiles por espiguilla fértil (FFEF) (Figura 2). La longitud total de la espiga (LE) y su
compactacion (CN, mm de raquis entre espiguillas) estan asociadas a la cantidad de
espiguillas totales y podria afectar al nimero de espiguillas fértiles. La relacion entre el

CFEay los componentes estructurales (por ejemplo, LE, CN) y numéricos de la fertilidad
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de la espiga (por ejemplo, NET, NEF, FFEF) no ha sido cuantificada en trabajos previos,
como asi tampoco la heredabilidad en sentido estricto de algunos de dichos componentes.
La mera observacion visual a cosecha indicaria que las espigas de alto coeficiente de
fertilidad son més cortas, mas compactas y con mayor fertilidad de espiguilla (Alonso et

al. 2018).

Como se menciond previamente, el coeficiente de fertilidad de la espiga es una
caracteristica compleja que incluye la particion de los asimilados entre estructura de
sostén (raquis, glumas+lema+palea+aristas) y organos reproductivos. En el estudio
previo de las poblaciones HD (Pretini et al. 2020a) pudimos observar que el GST estuvo
correlacionado positivamente con el CFE y con el crecimiento post-antesis de la espiga.
Considerando que el GST dependeria no sélo del tamafio del ovario de las flores distales
dentro de la espiguillas (Guo et al. 2016), sino también del crecimiento de la espiga
durante los 10 dias post-antesis (Fischer 1975, 1985), es probable que los cultivares con
alto CFE hayan incrementado las FF sin reducir el tamafio de los ovarios a expensas de
una mayor particién de asimilados a los 6rganos reproductivos y menor crecimiento de la
estructura de sostén y que dichas diferencias en particién se mantengan en post-antesis.
Existe un unico trabajo previo (Abbate et al. 1998), que estudio la particion de materia
seca entre los distintos componentes estructurales de la espiga a cosecha en seis cultivares
de trigo. De acuerdo con dicho trabajo los materiales de alto CFE tendrian menor peso de
raquis. En el presente trabajo se aborda el estudio del CFEa, CFE y CFEm, en conjunto
con los componentes estructurales y numéricos de la espiga, de forma de comprender sus

relaciones.
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En resumen, el presente trabajo aborda los aspectos fisioldgicos poco explorados
mencionados previamente, complementado los estudios ya publicados sobre la relacion

entre los diferentes coeficientes de fertilidad y su heredabilidad (Pretini et al. 2020a).

1.1.4. ldentificacion de las bases genéticas y moleculares

La aproximacion de medir el CFEa y el cuaje en conjunto con los componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga, si bien es valiosa desde el punto de
vista fisioldgico para comprender los procesos involucrados, es impracticable en
programas de mejoramiento dada su complejidad de determinacion. En su lugar, se ha
planteado que la mediciobn a madurez de un par de espigas puede resultar en
aproximaciones adecuadas del CFEm de la parcela (Abbate et al. 2013), principalmente
si se toman espigas de vastago principal o primer macollo (Terrile et al. 2017). Por otro
lado, estudios previos (Quail et al. 1989; Martino et al. 2015) han mostrado la factibilidad
de realizar seleccion fenotipica temprana del CFEm. Martino et al. (2015), seleccionando
las plantas F2 con los valores de CFEm dentro del 25% superior de las poblaciones
utilizadas observd un incremento promedio de 28% en dicha caracteristica en la filial
siguiente (F2:3). Por su parte, Quail et al. (1989) observé una buena correlacion entre el
CFEm medido en plantas individuales de filiales tempranas (F3) y aquel estimado en
parcelas en estados avanzados (F7) (r = 0,52). La posibilidad de realizar seleccion
temprana en plantas individuales convierte a esta caracteristica en ain mas promisoria.
Sin embargo, cabe recordar que el CFEm no siempre es un buen estimador del CFE
(Slafer et al. 2015; Elia et al. 2016; Pretini et al. 2021a), mientras que el CFEa refleja
mejor las variaciones en CFE (Pretini et al. 2020a). Més alla de estas diferencias, si bien

factible, la medicion del CFEm resulta tediosa y dificil de implementar en programas de
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mejoramiento de mediana o gran escala (Slafer et al. 2015), mientras que la medicion del
CFE y el CFEa es impracticable debido a su naturaleza destructiva y el tiempo y mano de
obra requeridos para realizarla. Por ello, contar con marcadores moleculares que permitan
una rapida seleccion facilitaria su utilizacion real en los programas de mejoramiento
mediante el incremento de las frecuencias de los alelos favorables en las poblaciones

segregantes.

El avance en trigo en marcadores moleculares, mapas y herramientas gendémicas
durante los ultimos afios ha sido muy importante, permitiendo en la actualidad identificar
QTL asociados a caracteres relativamente complejos (Snape et al. 2007). Un QTL (del
inglés Quantitative Trait Locus) es un locus cuya variacion alélica se encuentra asociada
a la variacion de un caracter cuantitativo. EI mapeo de QTL consiste principalmente en
cinco pasos: (1) generar una poblacion de mapeo, (Il) identificar los marcadores
moleculares polimdrficos en la poblacion, (I11) realizar un analisis de ligamiento de los
marcadores moleculares y confeccionar un mapa genético, (IV) realizar una evaluacion
fenotipica de todos los individuos de la poblacién de mapeo y, (V) realizar un analisis de
correlacion entre los valores promedio de los caracteres fenotipicos y los diferentes

marcadores moleculares (Collard 2005).

La identificacion de QTL permitiria realizar seleccion asistida por marcadores
(MAS, del inglés Marker assisted selection) (Snape et al. 2007) acelerando el proceso de
mejora y disminuyendo los costos que implica avanzar un alto nimero de lineas hasta
parcelas de rendimiento dentro de los programas de mejoramiento (Fischer 2007). Sin
embargo, para comprender mejor las bases genéticas se deben tener en cuenta los patrones
de dominancia, epistasis y pleiotropia de los QTL detectados. Tanto la dominancia como

la epistasis se comprenden como la desviacion del efecto genotipico de la suma de todos
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los efectos de locus individuales subyacentes al rasgo, basado en un modelo aditivo lineal
(Falconer 1989). Mientras que se dice que un gen es pleiotropico cuando afecta a mas de
una caracteristica, es decir, la localizacion de mdltiples QTL en una misma region
afectando a diferentes caracteristicas, y podria ser un indicativo de la presencia de un

locus simple con efecto pleiotrépico en distintos caracteres (Roncallo et al. 2017).

Durante los ultimos afios se han generado muchas publicaciones en trigo sobre la
deteccién de QTL para rendimiento y caracteres asociados (Kato et al. 2000; Borner et
al. 2002; Jantasuriyarat et al. 2004; Cuthbert et al. 2008; Wang et al. 2009; Ding et al.
2011; Tang et al. 2011; Cui et al. 2012; Wu et al. 2012; Xu et al. 2014; Gao et al. 2015;
Lietal. 2015; Chen etal. 2017; Deng et al. 2017; Zhai et al. 2017; Zhou et al. 2017; Guan
et al. 2018; Guo et al. 2018; Li et al. 2018; Ma et al. 2018; Sukumaran et al. 2018; Yu et
al. 2018; Fan et al, 2019; Pang et al. 2020). Sin embargo, todos ellos identifican atributos
numéricos de la generacion del rendimiento sin considerar en forma conjunta un modelo
ecofisioldgico que considere las relaciones de crecimiento y particion de asimilados entre
las diferentes estructuras del cultivo. Considerar estas relaciones es importante porque el
mero analisis de componentes numéricos suele llevar a compensaciones, lo cual puede
reducir o eliminar el beneficio de mejorar alguno de ellos (por ejemplo, compensaciones
ndmero de granos por espiga vs espigas por m2, Gaju et al. 2009; Dreccer et al. 2009,
2013). La poblacion genética utilizada para la identificacion de QTL es muy importante,
porque permite disminuir o aumentar posibles efectos confundidos. Por ello en esta tesis
se trabajé con dos poblaciones HD derivadas del cruzamiento de padres contrastantes
para CFE, pero similares en otras caracteristicas que impactan en el rendimiento (ciclo a
antesis, altura, PCE -estimado como duracién del periodo de encafiazén-, PSE m?, y

ndmero de espigas m2, Terrile et al. 2017) de forma de disminuir posibles efectos
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confundidos. También se estudié previamente que la linea parental de mayor CFE
efectivamente resultara en mayor NG m2 en un amplio rango de ambientes que aquella
seleccionada por bajo CFE (por ejemplo, entre 8.000 y 22.000 granos m?, rango de indice
ambiental, Terrile et al. 2017). Por otro lado, la baja estabilidad de los QTL entre
ambientes y fondos genéticos y en general su efecto menor, particularmente en
caracteristicas cuantitativas, dificultan su efectivo uso en mejoramiento (Bernardo 2008;
Xu'y Crouch 2008). Por ello, esta tesis busca QTL estables (entre ambientes) y mayores
en dos poblaciones HD. Al inicio de este trabajo no habia publicaciones que identificaran

QTL asociados al coeficiente de fertilidad de la espiga.

La presente tesis tiene como uno de sus objetivos identificar QTL asociados al
CFE, CFEm y CFEa (y atributos asociados de estructura y fertilidad de espiga), en un
amplio rango de condiciones ambientales (parcelas de campo y macetas, diferentes afios
y localidades) en dos poblaciones haploides duplicadas adaptadas a la Pampa Ondulada.
Para ello, se construy6 un mapa genético de ligamiento para luego identificar los posibles
QTL vy validar posteriormente aquellos mas promisorios. Considerando las posibles
compensaciones planteadas previamente entre el coeficiente de fertilidad de la espiga 'y
el peso de la espiga en antesis y el peso de granos a cosecha, los efectos pleiotropicos de
los QTL identificados y validados sobre dichas caracteristicas son también evaluados en

este trabajo.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es profundizar el estudio de aspectos

fisioldgicos y genéticos aun no explorado del coeficiente de fertilidad de la espiga, una
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caracteristica promisoria para la mejora del rendimiento potencial en trigo. Entre dichos

aspectos se contempla:

a) La relacion entre el coeficiente de fertilidad y los componentes estructurales y
numéricos de la fertilidad de la espiga.

b) Las bases genéticas y moleculares del coeficiente de fertilidad y los componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga.

c) Los efectos pleiotropicos de los QTL mas relevantes detectados para el coeficiente
de fertilidad sobre el peso de la espiga en antesis, el peso medio de los granos y

el rendimiento de la espiga en madurez.

1.2.2. Obijetivos especificos

(i) Comprender la relacion entre el coeficiente de fertilidad y los componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga tanto en antesis como en
madurez, y estimar la heredabilidad en sentido estricto de estos componentes.

(ii) Identificar QTL para los diferentes coeficientes de fertilidad de espiga (CFEa,
CFE y CFEm).

(iii) Validar los QTL mas promisorios para el coeficiente de fertilidad de espiga en
poblaciones independientes y cuantificar su grado de dominancia y efectos
epistaticos.

(iv) Estimar los efectos pleiotropicos de los QTL validados sobre los componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga, el peso de espiga en antesis,
el peso de grano y el rendimiento de la espiga.

(v) Identificar QTL para los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad

de la espiga, el peso de espiga en antesis y el peso de grano.
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(vi) Determinar las relaciones epistaticas entre los QTL detectados para los
componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga, peso de espiga

en antesis y peso de grano.

1.3. Hipdtesis

(i) Las espigas con mayor coeficiente de fertilidad poseen menor longitud (LE) y son
mas compactas (menor CN), que aquellas con menor coeficiente de fertilidad. Al
ser mas cortas y compactas, invierten menor materia seca en componentes
estructurales (PSE). Como consecuencia de ello, el nimero de flores fértiles por
espiguilla es mayor, incrementado de esta forma el nimero de flores fértiles por
espiga.

(if) Los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga poseen
heredabilidad moderada a alta.

(iii) Existen regiones gendmicas o QTL con efecto mayor y estable sobre el CFEa 'y
CFE que pueden ser detectados también a cosecha (CFEm).

(iv) Existe al menos un QTL para CFEa y/o CFE y/o CFEm posible de ser validado
en una poblacion independiente, permitiendo la estimacion de su relacion de
dominancia.

(v) EI QTL més promisorio que incrementa el CFEa y/o CFE aumenta la fertilidad de
las espiguillas (siguiendo el procedimiento planteado en la hipotesis i), reduce el
peso seco de la espiga en antesis e incrementa el rendimiento por espiga a pesar
de disminuir el peso de los granos.

(vi) Existen regiones gendémicas o QTL para los componentes estructurales y

numéricos de la fertilidad de la espiga, el peso de espiga en antesis y el peso de
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grano.
(vii) Existen interacciones epistaticas entre los QTL detectados para componentes

estructurales y numéricos de la fertilidad, PSE y peso de grano.

1.4. Sintesis de la estructura de la tesis

La presente tesis posee 7 Capitulos. El Capitulo | presenta una Introduccion
General y los Capitulos V y VI la Discusion General y la Bibliografia, respectivamente.
El ultimo Capitulo (VI1) presenta la informacién Suplementaria mencionada a lo largo de
la tesis. Los Capitulos I1, 111y IV constan de los resultados que responden a los objetivos
e hipotesis planteados. Parte de los resultados del Capitulo 11 se encuentran publicados en
Pretini N, Terrile 1l, Gazaba LN, Donaire G, Arisnabarreta S, Vanzetti LS, Gonzélez.
2020a. A comprehensive study of spike fruiting efficiency in wheat. Crop Science,
60:1541-1555, cubriendo el objetivo especifico (i). EI Capitulo 111 se encuentra publicado
en Pretini N, Vanzetti LS, Terrile Il, Borner A, Plieske J, Ganal M, Roder M, Gonzélez
FG. 2020b. Identification and validation of QTL for spike fertile floret and fruiting
efficiencies in hexaploidy wheat (Triticum aestivum L.). Theoretical and Applied
Genetics, 133:2655-2671, cubriendo los objetivos especificos (ii), (iii) y (iv). Una tercera
publicacion correspondiente al Capitulo IV da cumplimiento a los objetivos especificos
(V) y (vi), en Pretini N, Vanzetti LS, Terrile Il, Donaire G, Gonzalez FG. 2021b. Mapping
QTL for spike fertility and related traits in two doubled haploid wheat (Triticum aestivum
L.) populations. BMC Plant Biology, 21, 353. Finalmente, parte del Capitulo VI de
Discusion General ha sido publicado en Pretini N, Alonso MP, Vanzetti LS, Pontaroli

AC, Gonzélez FG. 2021a. The physiology and genetics behind fruiting efficiency in
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wheat, a promising spike trait to improve wheat yield potential. Journal of Experimental

Botany, 72 (11), 3987-4004.
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CAPITULDO II: Relacion del coeficiente de fertilidad con los componentes

estructurales y numéricos de la fertilidad de espiga
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2.1. Introduccion

De acuerdo con lo mencionado en el Capitulo previo, no existen trabajos que
hayan estudiado la relacion entre el coeficiente de fertilidad en antesis (CFEa) y los
componentes estructurales (LE, CN y PSE) y numéricos de la fertilidad de la espiga
(NET, NEF, FFEF). Por otro lado, sélo un trabajo previo (Abbate et al. 1998) abordo el
estudio de la particion de asimilados entre los componentes estructurales de la espiga,
estudiando un reducido namero de cultivares (seis). Este Capitulo aborda el estudio de
dicha relacion, y también presenta los valores de heredabilidad en sentido estricto de
dichos componentes estructurales y numéricos, comparandolos con los valores ya
reportados para el CFEa, CFE y CFEm en Pretini et al. (2020a). De esta forma el presente

Capitulo cubre el Objetivo especifico (i) y las Hipotesis (i) y (ii).

Previo al abordaje especifico de los objetivos, se presenta el comportamiento
general (rendimiento, nimero de granos m2, peso medio de los granos) y el rango de
variacion fenotipica de las caracteristicas estudiadas de las dos poblaciones HD utilizadas

en este trabajo.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Material vegetal

Se utilizaron dos poblaciones haploides duplicadas (HD) que fueron
especialmente disefiadas para estudiar el coeficiente de fertilidad de espiga en el ambiente
objetivo de seleccidon (Gonzalez et al. 2011). Las poblaciones derivan del cruzamiento
entre Baguette 19 x BioINTA 2002 (B19xB2002, n = 102) y Baguette Premium 11 x

BioINTA 2002 (BP11xB2002, n = 81). Estas lineas parentales son cultivares comerciales
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de alto rendimiento y se encuentran bien adaptadas al norte de la provincia de Buenos
Aires y al sur de la provincia de Cordoba (es decir, la region central de la zona productora
de trigo de Argentina). Baguette Premium 11 (BP11) y Baguette 19 (B19) (pedigri no
disponible) son cultivares de trigo duro semi-enanos lanzado por Nidera Semillas en 2004
y 2006 en Argentina, respectivamente. BioINTA 2002 (B2002) (BPON / CCTP-F7-
7792-122 (87)) es un cultivar de trigo duro semi-enano desarrollado por el CIMMYT
(Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo), liberado comercialmente en
2006 por INTA en Argentina. Como se menciond en el Capitulo I, estos cultivares fueron
identificados como contrastantes para CFEm por Gonzalez et al. (2011b) y para CFE por
Terrile etal. (2017) (B19 y BP11 poseen alto CFE mientras que B2002 posee bajo CFE).
En cambio, son similares para otras caracteriticas que impactan en el rendimiento como
tiempo a antesis, duracién de la etapa de encafiazon, PSE m2, altura, y nlimero de espigas
m2. Los tres cultivares se caracterizan por presentar espigas aristadas. Las poblaciones
HD se desarrollaron mediante cultivo in vitro de anteras (De Buyser y Henry 1980) a
partir de los gametos F2 generados. BP11, B19 y B2002 son cultivares primaverales
(BP11 y B19: Vrn-Alb/vrn-Bl/vrn-D1; B2002: vrn-Al1/Vrn-Bl/vrn-D1) y mayormente

insensibles al fotoperiodo (Ppd-D1a).

2.2.2. Experimentos y condiciones generales

Las poblaciones se sembraron en cinco (B19xB2002) o cuatro (BP11xB2002)
ambientes (Cuadro 1). Los ambientes E1 a E4 fueron experimentos a campo en el area
central de produccion de trigo en Argentina, con fechas de siembra dentro de las 6ptimas
para la region. Los experimentos se realizaron en las EEA Pergamino (33° 51° S, 60° 56’

O) y Marcos Judrez (32° 43’ S, 62° 06° O) del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia y
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Ganaderia Agropecuaria, Argentina). EI ambiente E5 fue una contraestacion de verano

en invernadero, donde las plantas se trasplantaron durante el mes de febrero después de

una vernalizacion artificial en cdmara fria (20 dias a 5°C, 8 hs de fotoperiodo). Este

ambiente no agrondémico se planificé para aumentar en gran medida el rango de ambientes

explorados. Se aplico riego complementario, alta fertilizacion (> 20 ppm P20s y 200 kg

N/ha) y control quimico de malezas, plagas y enfermedades para prevenir los estreses

hidricos y nutricionales y bioticos, respectivamente.

Cuadro 1. Ambientes utilizados para el fenotipado de B19xB2002 vy
BP11xB2002. Se presentan fechas de siembra y antesis para cada ambiente.

Amb. Estgcién Afio Poblacion Fgcha de Fecha_dze
experimental HD siembra antesis

- EEA 2012 B19xB2002 08-Jun 23-Oct (6 dias)
Pergamino BP11xB2002 06-Jun 24-Oct (24 dias)
- EEA 2013 B19xB2002 19-Jun 26-Oct (+4 dias)
Pergamino BP11xB2002  19-Jun  25-Oct (+4 dias)
£3 EEA 2015 B19xB2002 11-Jun 20-Oct (%6 dias)
Pergamino BP11xB2002  11-Jun  22-Oct (+6 dias)
£4 EEA Marcos 2015 B19xB2002 10-Jun 11-Oct (%5 dias)
Juarez BP11xB2002 10-Jun 12-Oct (£6 dias)

E5 Pergsrﬁino 2016 B19xB2002 23-Feb?! 02"\3; 3;)(123

fecha de trasplante después de 20 dias de vernalizacién en camara fria.

?media + desvio estandar.

En E1 a E4, las lineas dentro de cada poblacidn se organizaron en un disefio de

bloques completos al azar (DBCA) con dos repeticiones. Las parcelas consistieron en (i)

dos surcos de 1 m de largo, espaciados a 0,21 m en E1 (190 plantas m2), y (ii) cinco
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surcos de 2 m de largo, espaciadas a 0,21 m en E2 a E4 (E2: 330 plantas m?, y E3-E4:
280 plantas m2). En E5, se trasplantaron cinco plantas por maceta (5 | de capacidad, llenas
de tierra negra) y seis macetas por linea en un DCA. Las macetas se reacomodaron cada

10 dias dentro del invernadero para evitar efectos bordura.

2.2.3. Mediciones y analisis

Cuando cada parcela en E2 y E3 alcanzo la etapa de antesis (Z6.1, Zadoks et al.
1974) se muestrearon 0,5 m de un surco central y las espigas se separaron del resto de la
biomasa (Figura 3). Las espigas se ordenaron desde la més corta a la mas larga, y las tres
espigas medianas se seleccionaron para contar el numero de flores fértiles y rasgos
asociados (ver el parrafo siguiente). El resto de las espigas se secaron en estufa eléctrica
a 70°C para estimar el peso seco de las espigas en antesis por unidad de area (PSE m2, g
m2) (Figura 3). En E1 se cortaron cinco espigas del estrato mas representativo del
canopeo, mientras que en E5 se seleccionaron las espigas del tallo principal de tres
plantas/maceta y tres macetas para el recuento de flores fértiles (es decir, 9 espigas). En

E4 no se realizaron mediciones en antesis.

Para cada espiga seleccionada, se midio su longitud desde la base de la primera
espiguilla hasta la parte superior de la espiguilla terminal (LE - longitud de la espiga, mm)
con un calibre electrdnico y se contd el nimero total de espiguillas (NET). La
compactacion de la espiga (CN, mm de raquis por espiguilla) se calcul6 dividiendo la LE
por el NET. El nimero de flores fertiles (anteras amarillas visibles o estado floral > 9.5
en la escala de Waddington et al. 1983) se contd de un lado de la espiga ("a") y en la
espiguilla terminal (t") usando una lupa binocular. El nimero de flores fértiles por espiga

(FF) se estim6 multiplicando el valor “a” por 2 y sumando el valor “t”. El numero de
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espiguillas fértiles (NEF) se estimé a partir del recuento de FF como el nimero de
espiguillas con al menos una flor fértil, multiplicado por 2 y sumando uno si la espiguilla
terminal era fértil. Las espigas se secaron en estufa eléctrica con circulacion de aire
forzado (70°C) para estimar el peso seco de las espigas en antesis individual, es decir s6lo
de las espigas seleccionadas (PSE). El coeficiente de fertilidad de espiga en antesis

(CFEa) se calculé como la relacion entre FF y PSE (Figura 3) para las espigas

seleccionadas.
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Figura 3. Esquema de muestreos en antesis (en E2 y E3) y cosecha (en E2, E3,
y E4) PSE: peso seco de espiga en antesis, FF: flores fértiles, CFEa: coeficiente de
fertilidad de espiga, FFET: flores fértiles por espiguillas totales, FFEF: flores fértiles
por espiguillas fértiles, NEF: nimero de espiguillas fertiles, NET: NUmero de
espiguillas fértiles, LE: longitud de espiga, CN: compactacién, CFE: coeficiente de
fertilidad de espiga, GST: cuaje o grain set, CH: peso seco de espiga en madurez sin
granos por espiga, R: raquis, GLPA: gluma+lema+palea+arista, NG: nimero de granos
por espiga, CFEm: coeficiente de fertilidad de espiga en madurez, CH m2: peso seco
de espiga en madurez sin granos por metro cuadrado, NG m-2: niimero de granos por
metro cuadrado, CFEm m2: coeficiente de fertilidad de espiga por metro cuadrado,
CFE m2: coeficiente de fertilidad de espiga por metro cuadrado, PG: peso medio de
granos, P1000: peso medio de 1000 granos, RTO m?: rendimiento m?, RTO:
rendimiento por espiga.
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En madurez, las espigas de otros 0,5 m de una hilera central se cortaron del resto
de la planta en E2, E3 y E4 (Figura 3). Se seleccionaron tres espigas siguiendo el mismo
procedimiento aplicado en antesis. Luego de secar el resto de las espigas se las trill6 a
mano para estimar el nimero de granos por unidad de area (NG m2), el peso de mil granos
(P1000) y el rendimiento (RTO m2, g m?) (Figura 3). El coeficiente de fertilidad de
espiga se calcul6 por metro cuadrado (CFE m) como la relacién entre NG m2y PSE m
2 (Figura 3). En E1y ES5 se seleccionaron espigas individuales siguiendo el procedimiento
descrito para antesis. Todas las espigas seleccionadas (E1 a E5) se secaron en estufa y se
pesaron antes de trillar a mano. Una vez trilladas se pesaron todos los granos y se obtuvo
el RTO (por espiga). El nimero de granos de cada espiga se contd con un contador
automatico para obtener el nimero de granos por espiga (NG) y el peso promedio de los
granos (PG) se estimd como el RTO/NG. El coeficiente de fertilidad de espiga (CFE) se
calcul6 como la relacion entre NG y PSE. El chaff (CH) se calculé como el peso de las
espigas antes de la trilla menos el peso de los granos (RTO o RTO m) de las espigas
seleccionadas (CH g espiga?) y de la parcela (CH m2). Una vez pesado el CH se procedi6
a separar y pesar el raquis (R) por un lado y la gluma, lema, palea y aristas (GLPA) por
otro (Figura 3). El coeficiente de fertilidad de espiga en madurez se calculé a nivel de
espiga individual (CFEm) como la relacion entre NG y CH, y también por metro cuadrado
(CFEm m) como la relacién entre NG m?y CH m. El GST se estimé como la relacion

NG/FF (Figura 3).

Para probar la distribucion normal de las poblaciones se realizaron las pruebas de
Shapiro-Wilks modificado por Mahibbur y Govindarajulu (1997) y los Q-Q para cada

ambiente. También se estudid la relacién entre estas distribuciones y el valor de las lineas
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parentales. Ademas, utilizando el programa R v.3.3.4 se calcularon los valores BLUE (del
inglés Best Linear Unbiased Estimator) para cada linea HD, incluidos todos los ambientes
probados como variable aleatoria. Para determinar las relaciones entre los caracteres se

analizaron las correlaciones de Pearson con sus valores BLUE.

La heredabilidad en sentido estricto se calculé como:

2 2
2, 96 |, ORES
%Gt T ER

Donde o es la varianza genotipica (aditiva), o es la varianza de interaccion
GXE, E es el nmero de ambientes, R es el nimero de repeticiones y a3 es la varianza
del error (Hallauer y Miranda 1981). Para todos los andlisis se utilizé el software

Infostat/p (Di Rienzo et al. 2016).

2.3. Resultados

La radiacion fotosintéticamente activa (PAR, del inglés Photosynthetically active
radiation) y la temperatura aumentaron en E1 a E4 y disminuyeron en E5 durante el ciclo
del cultivo (Cuadro 2). Los ambientes E1 y E2 fueron maés frios que E3 y E4 durante
junio, julio y agosto, mientras que la temperatura fue muy similar durante septiembre,
octubre y noviembre, excepto para E3 durante octubre que fue 2-3°C mas frio (Cuadro
2). La lluvia acumulada durante el ciclo de crecimiento para E1 y E3 fue alta (> 700 mm)
mientras que para E2 y E4 estuvo cerca de los valores historicos para la region (350-400

mm) (Cuadro 2).
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Cuadro 2.Condicién de crecimiento para cada ambiente. Temperatura media,
lluvia + riego y radiacion fotosintéticamente activa (PAR) durante el ciclo de crecimiento.

Mes

Ambiente Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre

E1 98 58 10,9 143 16,8 206
E2 9.9 9.8 9.9 132 17,6 203
E3 121 108 136 136 14,6 19,2
Temperatura 1967-2015
°C) s 10,2 9,7 113 134 16,6 19,5
E4 135 11,9 143 14,9 208 20,9
oI 108 104 122 14,6 18,0 20,9
E1 4 9 230 79 301 168
E23 7 28 28 57 62 172
E3 54 67 262 62 119 195
Lluvias +
1967-2015
Riego (mm) - 37 36 42 55 106 104
E45 6 45 94 23 48 193
1967-2015 23 20 46 95 109
MJ
E1 21 149 140 183 223 278
PAR E2 112 118 187 172 255 281
(Mj m2) E3 118 136 156 191 208 267
E4 117 120 140 200 247 278
Febrero Marzo Abril Mayo Junio
Tem?%?t”ra ES5 252 229 205 17,2 10,9
PAR
_ E5 313 251 128 114 105
(Mj m?)

IPE: datos histéricos de EEA Pergamino.

2MJ: datos histéricos de EEA Marcos Juarez.

3El riego durante agosto fue de 26 mm y durante septiembre de 25 mm.

“No se realizd riego a pesar de las escasas lluvias (gj., septiembre) porque la napa
de agua se encontraba a < 1 m de profundidad durante el ciclo de crecimiento.

La fecha media de antesis ocurrié durante el mes de octubre y estuvo muy
concentrada dentro de cada poblacion excepto en el ambiente no agronémico E5 donde

la fecha media de antesis fue el 2 de mayo y la desviacién estandar de su duracion fue de
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23 dias (Cuadro 1). La alta precipitacion durante octubre de 2012 (Cuadro 2, E1) resultd
en una alta infeccion por tizén de la espiga causada por Fusarium sp. a pesar de las
aplicaciones de fungicidas. Entonces, s6lo se consideraron para este trabajo los datos de

antesis y los valores de CH, R y GLPA de E1 (no se tuvieron en cuenta los granos).

2.3.1. Rendimiento y variacion del nimero de granos

Considerando todos los ensayos a campo, el rendimiento vari6 de 216 a 1.079 g
m2y de 138 a 869 g m2 en B19xB2002 y BP11xB2002, respectivamente (Figura 4). La
mayor parte de este rango de variacion fue consecuencia de las diferencias genotipicas
entre las lineas. La correlacion del rendimiento con el NG m2 fue alta (r > 0,74, p <
0,0001) tanto para las variaciones genotipicas entre las lineas dentro de ambientes como

a través de ambientes (es decir, considerando todos los datos en conjunto) (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama del crecimiento y desarrollo del cultivo de trigo desde
siembra hasta madurez fisiologica, con detalle de estructuras formadas, cambios
morfologicos externos y definicion de componentes del rendimiento, segun etapas del
desarrollo. PCE: Periodo de Crecimiento de la Espiga. Las lineas verticales indican el
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2.3.2. Numero de granos, coeficiente de fertilidad de espiga y peso seco de la espiga

en antesis

El nlimero de granos por metro cuadrado (NG m2) estuvo altamente
correlacionado con el coeficiente de fertilidad de espiga medido a nivel de area (CFE m"
2) para ambos ambientes donde fue probado (E2 y E3, recordar que no hubo mediciones
en antesis en E4 ni de cosecha en E1) y para ambas poblaciones (r > 0,57, p < 0,0001),
excepto para BP11xB2002 en E2 (r = 0,20, p = 0,0830). El peso seco de la espiga en
antesis por unidad de area (PSE m-?) varié entre 50 y 289 g m2 en B19xB2002 y entre 76
y 300 g m2 en BP11xB2002, considerando ambos ambientes E2 y E3. A pesar de esta
variacion, el NG m2 no estuvo correlacionado con el PSE m=, considerando ambas
poblaciones, excepto para BP11xB2002 en E3, donde explicd un 24% de la variacion en
el NG m? (r=0,24, p=0,0470). EI NG m~, a su vez, se correlacioné significativamente
con el nimero de granos producidos por espiga (NG) para ambas poblaciones y en los
tres ambientes donde se probo a nivel de parcela (r =0,35en E2, r=0,41,enE3yr =
0,45 en E4, para B19xB2002; y r = 0,46 en E2, r = 0,54 en E3, y r = 0,56 en E4, para
BP11xB2002, p < 0,0001 en todos los casos). Por su parte el CFE m2 también estuvo
correlacionado positivamente con el CFE (medido a nivel de espiga) para ambas
poblaciones y ambientes testeados (r = 0,40 en E2 y r = 0,27 en E3, para B19xB2202 y r
= 0,38 para E2 en BP11 x B2002, p < 0,001 para todos los casos), excepto en E2 en

BP11xB2002 (r = 0,11 p = 0,35).

Todas las variables estudiadas a nivel de espiga presentaron una distribucion

normal (Cuadro Suplementario S1). EI nimero de granos por espiga (NG®) vari6 entre

@Las medias poblacionales de todas las caracteristicas a nivel de espiga se presentan en esta
seccion. Para obtener datos mas detallados, consulte el Cuadro Suplementario S1.
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18,0£5,6y56,4+7,7(E5aE3) paraB19xB2002 y entre 31,3 +4,9y 49,9+ 10,1 (E2 a
E3) para BP11xB2002 (Cuadro Suplementario S1). Para ambas poblaciones, el NG se vio
afectado por el ambiente y el genotipo, pero no por la interaccion GXE, mostrando una
heredabilidad en sentido estricto de moderada a alta (Cuadro 3). EI CFE vario6 entre 105
+ 38y 143 + 30 granos g PSE™ (E5 a E3) para B19xB2002 y entre 114 + 20 y 138 + 28
granos gPSE™! (E2 a E3) para BP11xB2002 (Cuadro Suplementario S1). EI ambiente
explico aproximadamente 15% de su variacion (para ambas poblaciones) mientras que el
genotipo mostr6 un mayor impacto variando entre 36 (B19xB2002) y 26%
(BP11xB2002) (Cuadro 3). La interaccion GxE afect6 el CFE en BP11xB2002 (variacién
del 27%) mientras que no fue significativa para B19xB2002 (p = 0,2354) (Cuadro 3). La
heredabilidad en sentido estricto del CFE fue alta para B19xB2002 (0,61), mientras que

no fue relevante para BP11xB2002 (Cuadro 3).

El PSE vari6 entre 0,19 + 0,06 y 0,59 + 0,06 g espiga™ (E5 a E1) para B19xB2002
y entre 0,28 + 0,04 y 0,58 + 0,06 g espiga” (E1 a E2) para BP11xB2002 (Cuadro
Suplementario S1). EI ambiente explicé la mayor parte de las diferencias en PSE,
aproximadamente 80% de la variacion, mientras que el genotipo y la interaccion GXE
explicaron 6 y 8% de la variacion, respectivamente, lo que resulta en una heredabilidad
en sentido estricto moderada (0,33-0,36) (Cuadro 3). Las tres variables (NG, CFE y PSE)

mostraron segregacion transgresiva (Cuadro Suplementario S1).



35

Cuadro 3. Porcentaje de la variacion total (considerando la suma de cuadrados)
explicada por el ambiente (E), el genotipo (G) y la interaccion GxE; y heredabilidad en
sentido estricto (h?) para: nimero de granos por espiga (NG), coeficiente de fertilidad de
espiga (CFE), peso seco de espiga en antesis (PSE), coeficiente de fertilidad de espiga en
madurez (CFEm), chaff de la espiga en madurez (CH), raquis (R), gluma + lema + palea
+ arista (GLPA), flores fértiles por espiga en antesis (FF), coeficiente de fertilidad de
espiga en antesis (CFEa) y cuaje (GST), en B19xB2002 y BP11xB2002.

Ambiente? Caracter E G GXE h2
B19xB2002 1,2,3,5 NG 76,0 7,0 8,4 0,54

<0,0001 <0,0001 0,1274

2,3,5 CFEP 14,7 35,8 23,4 0,61
<0,0001 <0,0001 0,2354

1,2,3,5 PSE 80,0 5,6 8,0 0,36
<0,0001 <0,0001 <0,0001

2,3,4,5 CFEm®P 59,3 15,7 13,8 0,63
<0,0001 <0,0001 0,0004

2,3,4,5 CH 73,6 6,2 10,0 0,50
<0,0001 <0,0001 0,0868

1,2,3,5 FF 71,5 9,5 10,1 0,52
<0,0001 <0,0001 0,0032

1,2,3,5 CFEaP 79,9 5,6 8,0 0,52
<0,0001 <0,0001 <0,0001

2,3,5 GST 27,0 17,4 18,9 0,43
<0,0001 0,0225 0,8094

BP11xB2002 2, 3,4 NG 41,3 22,5 16,5 0,59

<0,0001 <0,0001 0,0844

2,3 CFEP 15,7 25,8 27,3 -¢
<0,0001 0,0765 0,0194

1,2, 3 PSE 77,0 6,5 7,9 0,33
<0,0001 <0,0001 0,0216

2,3, 4 CFEm®P 27,0 28,3 22,0 0,56
<0,0001 <0,0001 0,044

1,2,3,4 CH 57,0 14,1 16,8 0,48
<0,0001 <0,0001 <0,0001

1,2, 3 FF 31,3 28,9 19,8 0,60
<0,0001 <0,0001 0,0066

1,2, 3 CFEaP 63,1 13,3 10,2 0,57
<0,0001 <0,0001 0,2096

2,3 GST 28,9 18,2 23,1 -
<0,0001 0,4854 0,0405
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aAmbientes donde se fenotiparon las caracteristicas.

®L_a heredabilidad de CFE, CFEm y CFEa fueron reportados previamente en
Gazaba (2018) y publicadas en conjunto en Pretini et al. (2020a).

¢ Cuadrado medio del error > cuadrado medio de genotipo.

De manera similar a los resultados observados a nivel de &rea, en ambas
poblaciones, las variaciones del nimero de granos por espiga (NG) entre lineas dentro de
ambiente y a través de ambientes estuvieron altamente correlacionado con el CFE
(Cuadro 4). No obstante, se observo diferente NG para el mismo valor de CFE debido a
diferencias en PSE (Cuadro 4). En forma contraria a lo observado para el CFE, el NG se
correlacion6 en forma moderada con el PSE para los genotipos dentro de ambientes sélo
en BP11xB2000, mientras que tuvo una alta correlacion a través de ambientes para ambas

poblaciones (Cuadro 4).

Cuadro 4. Relacién del nimero de granos por espiga (NG) con el coeficiente de
fertilidad de espiga (CFE) y el peso seco de la espiga en antesis (PSE). Se indican las
correlaciones de Pearson y el valor p para los genotipos dentro de cada ambiente. Se
presentan ambas poblaciones. Tomada de Gazaba (2018) y publicado en Pretini et al.
(2020a).

NG
Ambientes

Caracter E2 E3 E5 Conjunto

B19xB2002 CFE 0,58 0,57 0,62 0,60
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

PSE 0,08 0,07 0,12 0,78
0,4974 0,4517 0,2505 <0,0001

BP11xB2002 CFE 0,72 0,62 0,71
<0,0001 <0,0001 <0,0001

PSE 0,24 0,42 0,66

0,0343 0,0001 < 0,0001
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2.3.3. Coeficiente de fertilidad de espiga en madurez y chaff

El CFEm vari6 entre 70 + 24 y 136 + 19 granos g CH (E5 a E2) en B19xB2002
y entre 84 + 12 y 114 + 16 granos g CH? (E3 a E2) en BP11xB2002 (Cuadro
Suplementario S1). El ambiente, el genotipo y la interaccion GxE afectaron el valor de
CFEm para ambas poblaciones (Cuadro 3). La variacion porcentual de CFEm explicada
por el ambiente fue alta en B19xB2002 (aprox. 60%) mientras que el genotipo y GXE
explicaron aproximadamente 15% cada uno (Cuadro 3). Para BP11xB2002, el impacto
fue muy similar para las tres fuentes de variacion, de aproximadamente 25% cada uno
(Cuadro 3). Sin embargo, la heredabilidad en sentido estricto fue alta (0,52-0,56) para
ambas poblaciones (Cuadro 3). El peso del CH vari6 de 0,27 + 0,04 a 0,66 £ 0,10 g espiga’
1 (E2 aE3) y de 0,28 + 0,04 a 0,60 + 0,13 g espiga™® (E2 a E3) para B19xB2002 y
BP11xB2002, respectivamente (Cuadro suplementario S1). De manera similar al PSE, el
ambiente explico la mayor parte de la variacién del CH para ambas poblaciones (60-
73%), mientras que el impacto del genotipo y de la interaccion GxE fue menor (< 15%)
(Cuadro 3) y la heredabilidad en sentido estricto fue moderada en ambas poblaciones.
Tanto el CFEm como el CH mostraron segregacion transgresiva (Cuadro Suplementario

s1).

La correlacion entre el NG y el CFEm fue menor que la correlacion entre el NG y
el CFE. Para B19xB2002, la correlacion vario de 0,31 a 0,66 dentro de los ambientes
(Cuadro 5), siendo s6lo 0,20 cuando se consideraron todos los datos juntos. Para
BP11xB2002, fue incluso menor, no sélo para los valores de correlacién de genotipos
dentro de los ambientes, sino también entre ambientes, donde el NG mostro una
correlacion negativa con el CFEm (Cuadro 5). EI CH mostré una alta correlacion con el

NG en ambas poblaciones, explicando la variacién de los genotipos dentro de los
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ambientes (excepto para E5 en B19xB2002) y cuando todos los datos se consideraron

juntos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Relacion entre el nimero de granos por espiga (NG) vy el coeficiente
de fertilidad de espiga en madurez (CFEm) y el peso de la espiga en madurez (CH). Se
indican las correlaciones de Pearson y el valor p para los genotipos dentro de cada
ambiente. Se presentan ambas poblaciones.

NG
Ambientes
Caracter E2 E3 E4 E5 Conjunto
0,31 0,39 0,51 0,66 0,20
CFEm
510xB200 00011 <00001 <00001 <0,0001 <0,0001
0,53 0,50 0,43 0,10 0,79
CH 00001 <0000L <00001 03301 < 00001
0,45 0,20 0,31 -0,25
CFEM 00001 00674 00045 <0,0001
BP11xB2002 0,60 0,77 0,45 0,84
CH 00001 <00001 <00001 <0,0001

2.3.4. Flores fértiles por espiga y cuaje

El valor de FF varié de 26,7 + 4,4 a 55,6 + 8,0 flores espiga’ (E5 a E1) en
B19xB2002y de 42,0 +5,1a55,6 + 8,1 flores espiga! (E2 a E1) en BP11xB2002 (Cuadro
Suplementario S1). El valor de FF fue modificado por el genotipo, el ambiente y la
interaccion GXE en ambas poblaciones (Cuadro 3), mostrando una alta heredabilidad en
sentido estricto. EI CFEa vari6 de 94 + 12 a 149 + 35 flores g PSE™ (E1 a E5) y de 96 +
12 a152 + 16 flores g PSE™* (E1 a E2), para B19xB2002 y BP11xB2002, respectivamente
(Cuadro Suplementario S1). EI CFEa fue modificado por el ambiente y el genotipo en
ambas poblaciones, mostrando un efecto estadisticamente significativo la interaccion

GXE solo para B19xB2002 (Cuadro 3). En comparacion con las otras dos estimaciones
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(CFE y CFEm), el CFEa mostré la menor influencia de la interaccion GXE
(aproximadamente un 8-10% de la variacion fue explicada por la interaccion) y la mayor
heredabilidad en sentido estricto (0,63-0,58) (Cuadro 3). EI GST vari6 de 0,69 + 0,21 a
1,05 + 0,17 granos flores™ (E5 a E3) para B19xB2002 y de 0,75 + 0,12 a 0,97 + 0,18
granos flores' (E2 a E3) para BP11xB2002. El ambiente afectdé al GST en ambas
poblaciones (explicando aproximadamente el 28% de la variacion), mientras que el
genotipo fue estadisticamente significativo s6lo en B19xB2002 (17,4%). La interaccion
GXE modifico el GST en BP11xB2002, pero no tuvo impacto en B19xB2002 (Cuadro 3).
La heredabilidad en sentido estricto fue muy diferente segun la poblacién, siendo
moderada en B19xB2002 y no relevante en BP11xB2002 (Cuadro 3). Los tres caracteres

(FF, CFEa 'y GST) mostraron segregacion transgresiva (Cuadro Suplementario S1).

2.3.5. Componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de las espigas

El NET varié de manera similar para ambas poblaciones HD dentro de los
ambientes agrondmicos: de 16,2 + 2,4 a 23,7 + 2,0 espiguillas totales espiga* (E5 a E1)
para B19xB2002 y de 21,3 + 1,6 a 23,9 + 1,9 espiguillas espiga?® (E2 a E1) para
BP11xB2002, mientras que el NET mas bajo se observo en el ambiente no agronomico
(E5, ~ 16 espiguillas por espiga, Cuadro Suplementario S1). EI NET fue modificado por
el ambiente, el genotipo y la interaccion GxE, pero mostrd una alta heredabilidad en
sentido estricto para ambas poblaciones (Cuadro 6). LE varié de 73,4 +8,4a105,8 £ 10,7
mm (E5 a E1) para B19xB2002 y de 93,6 £ 7,4 a 1095 + 10,6 (E2 a E1) para
BP11xB2002 (Cuadro Suplementario S1). La mayor LE, considerando los ambientes
agronomicos (E1 a E3) y ambas poblaciones, se observo en E1 (~ 107 mm), mientras que

la menor LE se observé en E2 (~ 93) (Cuadro Suplementario S1). EI E5 mostré una LE
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incluso mas baja que el E2 (~ 73 mm) (Cuadro Suplementario S1). La LE fue afectada
por el ambiente, el genotipo y la interaccion GxE, pero mostro una alta heredabilidad en
sentido estricto para ambas poblaciones (Cuadro 6). La CN varié de 4,4 +0,3a4,6 +0,6
mm espiguilla® (E2 a E5) para B19xB2002 y de 4,4 + 0,3 a 4,6 + 0,4 mm espiguilla* (E2
a E1) para BP11xB2002 (Cuadro Suplementario S1). La CN en el E2 fue la mé&s baja para
ambas poblaciones (4,4 mm por espiguilla, Cuadro Suplementario S1); mientras que la
CN maés alta (4,6 mm) dependi6 del ambiente (siendo la mayor en E1 para BP11xB2002
y en E5 para B19xB2002, Cuadro Suplementario S1). En contraste con el NET y la LE,
el impacto del ambiente, aunque estadisticamente significativo, fue menor (aprox. 2-5%),
mientras que el del genotipo y la interaccion GXE fue mayor, resultando en una alta

heredabilidad en sentido estricto (Cuadro 6).

EI NEF varié de 11,5+ 1,4 a 20,1 + 1,6 (E5 a E1) espiguillas fértiles espiga* para
B19xB2002 y de 175 £+ 1,5 a 20,6 + 1,6 (E2 a E1) para BP11xB2002 (Cuadro
Suplementario S1). EI NEF fue afectado por el ambiente, el genotipo y la interaccion
GXE, y mostré una alta heredabilidad en sentido estricto para ambas poblaciones (Cuadro
6). El FFEF vari6 de 2,3 + 0,3 a 2,8 + 0,3 flores por espiguilla fértil-* (E5 a E3) para
B19xB2002yde2,4+0,2a2,7 +0,3 (E2aE1) paraBP11xB2002 (Cuadro Suplementario
S1). De manera similar a los caracteres anteriores, el FFEF fue modificado por el
ambiente, el genotipo y la interaccion GxE, mostrando una alta heredabilidad en sentido

estricto para ambas poblaciones (Cuadro 6).

El CH vari6 de 0,27 + 0,04 a 0,66 + 0,01 (E2 a E3) g espiga! para B19xB2002 y
de 0,28 + 0,04 a 0,60 + 0,13 (E2 a E3) g espiga! para BP11xB2002 (Cuadro
Suplementario S1). EI ambiente explic6 la mayor parte de la variacién en ambas

poblaciones (56—73%), mientras que el efecto del genotipo y de la interaccion GXE fue
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menor (< 15%), mostrando una alta heredabilidad en sentido estricto para ambas (Cuadro
6). La particion del CH entre R 'y GLPA vario del 14 al 22% para el R, y del 78 al 86%
para GLPA, dependiendo de la poblacién HD y el ambiente. El R vario de 0,048 £ 0,013
a0,100 + 0,016 (E5 a E3) g espiga™* para B19xB2002 y de 0,097 + 0,019 a 0,060 + 0,010
(E2 aE3) g espiga para BP11xB2002 (Cuadro Suplementario S1). Finalmente, el GLPA
vari6 de 0,215 + 0,039 a 0,564 + 0,093 (E2 a E3) g espiga* para B19xB2002 y de 0,217
+ 0,035 a 0,502 + 0,106 (E2 a E3) g espiga™* para BP11xB2002 (Cuadro Suplementario
S1). En ambas poblaciones, tanto para R como para GLPA, el ambiente explicd la mayor
parte de la variacién, sin embargo, tanto el genotipo como la interaccion GXE también
fueron consideradas significativas mostrando una alta heredabilidad en sentido estricto

para ambas poblaciones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de la variacion total (considerando la suma de cuadrados)
explicada por el ambiente (E), genotipo (G) e interaccion GXE; y heredabilidad en sentido
estricto (h?) para: nimero de espiguillas totales por espiga (NET), longitud de espiga
(LE), compactacion de espigas (CN), numero de espiguillas fértiles por espiga (NEF),
flores fértiles por espiguilla fértil (FFEF), peso de raquis (R) y de
gluma+lema+palea+arista (GLPA) en madurez en B19xB2002 y BP11x B2002.

Ambiente!  Caracter E G GXE h2
B19xB2002 1,2,3,5 NET 67,4 16,1 9,4 0,72
<0,0001 <0,0001 <0,0001
1,2,3,5 LE 64,0 14,0 10,4 0,67
<0,0001 <0,0001 0,0029
1,2,3,5 CN 1,8 41,8 28,0 0,69
<0,0001 <0,0001 <0,0001
1,2,3,5 NEF 79,9 6,5 5,8 0,63
<0,0001 <0,0001 0,0909
1,2,3,5 FFEF 33,8 27,3 18,1 0,72
<0,0001 <0,0001 <0,0001
1,2,3,45 R 56,1 14,0 17,5 0,51

<0,0001 <0,0001 <0,0001

1,2,3,4,5 GLPA 66,3 10,0 12,2 0,50
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<0,0001 <0,0001  0,0076

BP11xB2002 1,2,3 NET 26,1 52,6 11,7 0,86
<0,0001 <0,0001  0,0009

1,2,3 LE 31,2 42,7 13,1 0,81
<0,0001 <0,0001  0,0069

1,2,3 CN 5,5 57,8 20,5 0,77
<0,0001 <0,0001 <0,0001

1,2,3 NEF 351 34,1 15,3 0,73
<0,0001 <0,0001  0,0094

1,2,3 FFEF 14,8 36,9 26,3 0,58
<0,0001 <0,0001 <0,0001

1,2,3,4 R 40,7 22,2 18,5 0,69
<0,0001 <0,0001  0,0364

1,2,3,4 GLPA 56,3 14,3 17,1 0,50

<0,0001 <0,0001 <0,0001

tambientes donde los rasgos eran fenotipos

2.3.6. Relacion entre el coeficiente de fertilidad y los componentes estructurales y

numeéricos de la espiga

Para comprender mejor la relacion entre los coeficientes de fertilidad y los
componentes estructurales y numéricos de la espiga se utilizaron los valores BLUE. Los
resultados indican que los padres Baguette tienen un mayor nimero de FF, FFET, FFEF
y NG, mientras que B2002 tiene un mayor PSE, LE, NET, CH, R, GLPA y PG. El padre
BP11 mostré el valor de NEF mas alto y B19 el mas bajo, mientras que B2002 tuvo un
valor medio (Cuadro 7). Todos los caracteres mostraron una distribucion normal en cada
ambiente y en los valores BLUE, con una segregacion transgresiva de ambas lineas

parentales en ambas poblaciones (Cuadro 7, Cuadro Suplementario S1).

Los rangos de valores para las poblaciones BP11xB2002 y B19xB2002 basados
en los valores BLUE se encontraron por encima, por debajo o entre el valor de los padres,

dependiendo de la caracteristica (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Medias y desvio estandar de los padres y las poblaciones en base a los
valores BLUE para todos los caracteres.

Caréacter Linea Parental BPl_leZOOZ B_19x82002
B2002 BP11 B19 Media DEP Media DE
LE 98,6 937 872 1016 75 94,0 6,4
NET 22,2 196 200 22,7 16 21,1 14
CN 4,8 4,5 4,4 4,5 0,3 4,5 0,4
FF 44,9 526 466 494 57 43,9 4,1
NEF 18,0 185 162 190 13 17,0 1,0
FFET 2,0 2,4 2,3 2,2 0,2 2,1 0,2
FFEF 2,4 2,8 2,8 2,6 0,2 2,5 0,2
PSE 0,42 036 036 041 0,04 0,37 0,04
R 0,083 0,067 0,061 0,079 0,010 0,072 0,009
GLPA 0,44 02 035 034 005 0,36 0,04
CH 0,51 032 040 041 0,05 0,43 0,05
NG 37,4 404 393 398 55 38,0 4,2
PG 35,8 31,1 340 318 38 34,6 3,8
GST 0,88 08 087 087 0,0 0,93 0,16
RTO 1,405 1278 1,271 1254 0,150 1,250 0,153
CFEa 1174 1493 1360 1299 10,8 129,22 15,1
CFE 1199 148,7 1257 126,1 174 1234 26,0
CFEm 80,6 1427 983 1015 127 95,7 14,3

3LE: longitud de espiga (mm), NET: nimero de espiguillas totales por espiga (n°

espiga), CN: compactacion de la espiga (mm raquis por espiguillat), FF: flores fértiles
por espiga (n° espiga?t), NEF: nimero de espiguillas fértiles por espiga (n° espigal),
FFET: flores fértiles por espiguillas totales (n° espiguillas), FFEF: flores fértiles por
espiguillas fértiles (n° espiguillas), PSE: peso seco de espiga en antesis (g espiga), R:
raquis (g espiga), GLPA: gluma+lema+palea+arista (g espigat), CH: chaff (peso seco
de espiga en madurez sin granos, g espiga?), NG: nimero de granos por espiga (n°
espigal), PG: peso de granos (mg), GST: cuaje de granos, RTO: rendimiento por espiga,
CFEa: coeficiente de fertilidad de espiga en antesis, CFE: coeficiente de fertilidad de
espiga, CFEm: coeficiente de fertilidad de espiga en madurez.

bDE: desvio estandar.

°W: Prueba de normalidad Shapiro-Wilks modificada por Mahibbur and
Govindarajulu (1997).

*cuadrado medio del error > cuadrado medio del genotipo.

Para ambas poblaciones, cuando las espigas son mas largas (mayor LE), tienen
mas espiguillas totales y fertiles por espiga (NET y NEF) distribuidas de manera laxa

(més mm entre espiguillas 0 mayor CN) (Figura 5, Figura 6), lo que resulté en un aumento
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de flores fértiles por espiga (FF). Por otro lado, en ambas poblaciones las espigas mas
largas fueron mas pesadas (mayor PSE y CH), variable esta Gltima que mostré una
correlacion positiva con FF. Estas espigas méas largas y pesadas presentaron menor
eficiencia para fijar flores fértiles o granos por unidad de peso de la espiga (correlaciones
negativas PSE vs CFEa y PSE vs CFE en las Figura 5 y Figura 6). Estas eficiencias se
correlacionaron positivamente con la capacidad de las espiguillas para producir flores
fértiles (correlacion positiva CFEa vs NEF y CFEa vs FFEF) ayudando a aumentar las
flores fértiles y granos por espiga (correlacién positiva CFEa vs FFy CFE vs NG) (Figura
5, Figura 6). El mayor NG se correlacion6 positivamente con el rendimiento de la espiga
(RTO), pero se asocid negativamente con el PG, en ambas poblaciones. Mientras tanto,
el PG contribuy6 positivamente al RTO sélo en una poblacién (BP11xB2002) pero no en
la otra (B19xB2002) (Figura 5, Figura 6). Las eficiencias mas altas para establecer flores
fértiles (CFEa) y granos (CFE) dieron como resultado una mayor eficiencia para
establecer el rendimiento por unidad de peso de espiga logrado en la antesis en ambas
poblaciones (r = 0,48 0 0,19 para CFEa vs RTO / PSE p < 0,05;y r = 0,81 0 0,68 para
CFE vs RTO / PSE p < 0,0001, en B19xB2002 y BP11x B2002, respectivamente). Estas
eficiencias son muy importantes considerando la limitacion de asimilados para el

crecimiento de la  espiga  durante el periodo  de  pre-antesis.
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Figura 5. Correlaciones de Pearson entre los diferentes atributos de fertilidad

de espigay los caracteres asociados, basados en un marco fisioldgico para la poblacion
BP11xB2002.

LE: longitud de espiga (mm), NET: namero total de espiguillas por espiga (n°
espiga), CN: compactacion de la espiga (mm de raquis espiguilla), FF: flores fértiles
por espiga (n° espigat), NEF: nimero de espiguillas fértiles por espiga (n° espiga™),
FFEF: flores fértiles por espiguilla fértil (n° espiguillat), PSE: peso seco de espiga en
antesis (g espiga), CH: chaff (peso seco de espiga en madurez sin granos, g espiga

1), NG: nimero de granos por espiga (n° espiga), PG: peso de granos (g), GST: cuaje
de granos.
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Figura 6. Correlaciones de Pearson entre los diferentes atributos de fertilidad de
espiga y los caracteres asociados, basados en un marco fisiolégico para la poblacion
B19xB2002.

LE: longitud de espiga (mm), NET: nimero total de espiguillas por espiga (n°
espigat), CN: compactacion de la espiga (mm de raquis espiguilla?), FF: flores fértiles
por espiga (n° espiga), NEF: nimero de espiguillas fértiles por espiga (n° espiga™),
FFEF: flores fértiles por espiguilla fértil (n° espiguillat), PSE: peso seco de espiga en
antesis (g espiga), CH: chaff (peso seco de espiga en madurez sin granos, g espiga™),
NG: nimero de granos por espiga (n° espiga™), PG: peso de granos (g), GST: cuaje de
granos.

2.4. Discusion

La variacion del rendimiento del cultivo (RTO m) dentro de cada ambiente, es
decir asociado con diferencias de genotipo, fue alta en ambas poblaciones y, como se
esperaba, fue explicada principalmente por diferencias en el nimero de granos producidos

por unidad de area (NG m2). El CFE explicd la mayor parte de la variacién genotipica
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en el nimero de granos (CFE m2 vs NG m2) con una menor asociacién con el peso seco
de espiga en antesis (PSE m). Estos resultados concuerdan con publicaciones previas
que también muestran una mayor correlacion entre el nimero de granos y el coeficiente
de fertilidad de espiga que con el peso seco de la espiga en antesis cuando se considerd
la variacién entre genotipos dentro de los ambientes (Abbate et al. 1998; Bustos-Korts et
al. 2013; Garcia et al. 2014; Elia et al. 2016; Terrile et al. 2017). EI NG m?y el CFE m~
correlacionaron positivamente con sus pares a nivel de espiga (NG y CFE), coincidiendo
con Abbate et al. (2013), quienes encontraron buena correlacion entre las mediciones a

nivel de parcelay en espiga individual.

A nivel de espiga individual, el NG también se correlacioné con el CFE y con el
CFEm, pero esta ultima correlacion fue peor que la de NG vs CFE en ambas poblaciones
(Pretini et al. 2020a). EI CH fue mas pesado que el PSE en la mayoria de los casos,
mostrando que puede ser un 20-50% mayor (Fischer y Stockman 1980; Stockman et al.
1983; Slafer et al. 2015; Elia et al. 2016) por factores aun desconocidos (Fischer 2011;
Slafer et al. 2015). En contraste con Guo et al. (2017), el PSE y el CH mostraron un alto
impacto ambiental y un bajo efecto del genotipo, lo que resulté en una heredabilidad

moderada en sentido estricto para ambos caracteres.

Como se esperaba, la correlacion para los valores BLUE entre el nimero de granos
y las flores fértiles fue alta (62%) en B19xB2002 y moderada (32%) en BP11xB2002,
pero el cuaje de granos (GST) tuvo un impacto mayor que el esperado, tal como se
menciono previamente. En el presente trabajo, la correlacién, para los BLUE, entre NG
y GST fueron altas (45% para B19xB2002 y 64% para BP11xB2002), explicando la
correlacion positiva entre el CFE y GST reportado en Pretini et al. (2020a). Las

diferencias en GST en cultivares modernos también pueden estar detrds de la mayor
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correlacion reportada entre NG y CFE que lade NG y PSE, discutida en el parrafo anterior
(Abbate et al. 1998; Bustos-Korts et al. 2013; Garcia et al. 2014; Elia et al. 2016; Terrile

et al. 2017).

Cuando se analizo la relacion entre PSE y CFEa o CFE, ésta fue fuertemente
negativa de acuerdo con lo esperado la poblacion HD (Pretini et al. 2020a), coincidiendo
con algunos reportes previos (Dreccer et al. 2009; Ferrante et al. 2012; Lazaro y Abbate

2012; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al. 2018).

Coincidiendo con evidencias anteriores, la LE (Chen etal. 2017; Deng et al. 2017;
Guo et al. 2017; Wirschum et al. 2018), el NET (Deng et al. 2017; Guo et al. 2017,
Wirschum et al. 2018) y la CN (Guo et al. 2017; Wurschum et al. 2018) mostraron una
alta heredabilidad. En este Capitulo mostramos por primera vez que la heredabilidad de
NEF y FFEF también puede ser alta. Estudios anteriores midieron las espiguillas fértiles
en cosecha (es decir, espiguillas que tenian al menos un grano) y reportaron una
heredabilidad moderada (Deng et al. 2017; Guo et al. 2017), es decir, menor a la
observada en antesis en esta tesis por nosotros. Una vez mas, el GST puede estar
influyendo en las diferencias de heredabilidad. Hasta donde se sabe, no existen informes
previos que vinculen el CFEa con los componentes numéricos de las flores fértiles en
antesis. En el presente trabajo, el CFEa mostrd alta correlacion con el FFEF.
Considerando la alta correlacion entre CFEa y CFE (Pretini et al. 2020a), un mayor
numero de FFEF cuando el CFEa es mayor podria explicar los resultados reportados por
Elia et al. (2016), quienes observaron que el cultivar con mayor CFE tenia mayor nimero
de flores fértiles por espiguilla a lo largo de la espiga. Entonces, el aumento del CFEa
daria como resultado un mayor nimero de FF asociado con mayor FFEF. Las espigas

mas largas (mayor LE) y mas laxas (mayor CN) tuvieron mayor PSE y mayor CH, el cual
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estuvo negativamente correlacionado con el CFEa y CFE. Por lo tanto, las espigas mas
cortas y compactas se comportarian de manera inversa, incrementando el CFEay CFE, e
invirtiendo menos en PSE y CH. Estos resultados estarian en linea con los presentados
por Abbate et al. (1998) quienes observaron menor peso de raquis en los cultivares de
mayor CFE. También coincidirian con la observacion visual descrita por Alonso et al.
(2018). La relacién negativa entre el NG y el PG podria s6lo ser una consecuencia del
incremento del namero de granos (y FF) en posiciones distales de las espiguillas al
incrementarse el CFEa y CFE, los cuales poseen menor peso y reducen asi el peso

promedio (Miralles y Slafer 1995; Acreche et al. 2008; Slafer et al. 2015).

2.5. Conclusiones

El rendimiento del cultivo (RTO m) estuvo altamente asociado a la generacién
de NG m, el cual se correlaciono positivamente de manera mas estrecha con el CFE m-
2 que con el PSE m2 en ambas poblaciones, en aquellos ambientes donde se pudieron
realizar estas determinaciones. Tanto el NG m*2 como el CFE m estuvieron positiva y

significativamente correlacionados con ambas variables a nivel de espiga, NG y CFE.

El NG dependio del FF, de acuerdo con lo esperado, pero el GST tuvo un efecto
superior, en ambas poblaciones. Todos los componentes estructurales y numéricos
estudiados presentaron heredabilidades en sentido estricto entre moderadas y altas,
reportandose por primera vez esta caracteristica para NEF y FFEF. El FF se asocid
positivamente con el CFEa, a través de un mayor FFEF. El CFEa estuvo correlacionado
negativamente con el PSE y el CFE con el CH, los cuales se asociaron a espigas largas y

laxas.
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En funcion de los resultados presentados y las conclusiones formuladas, las
hipoétesis (i) “Las espigas con mayor coeficiente de fertilidad poseen menor longitud y
son méas compactas (menor CN), que aquellas de menor coeficiente de fertilidad. Al ser
mas cortas y compactas, invierten menor % de su materia seca en componentes
estructurales (Chaff). Como consecuencia de ello, el nimero de flores fértiles por
espiguilla es mayor, incrementado de esta forma el nimero de flores fértiles por espiga”
y (ii) “Los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga poseen

heredabilidad moderada a alta” no se rechazan.
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CAPITULO III: Bases genéticas del coeficiente de fertilidad de la espiga®

GLos principales resultados de este capitulo se encuentran publicados en Pretini N, Vanzetti LS, Terrile II,
Boérner A, Plieske J, Ganal M, Réder M, Gonzalez FG. 2020b. Identification and validation of QTL for spike fertile
floret and fruiting efficiencies in hexaploidy wheat (Triticum aestivum L.). Theoretical and Applied Genetics,
133:2655-2671.
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3.1. Introduccion

Los resultados sobre heredabilidad en sentido estricto del CFE y variables
asociadas a la fertilidad de la espiga presentados y discutidos en el capitulo anterior son
alentadores, puesto que todas fueron entre moderadas y altas. Sin embargo, todas las
caracteristicas presentadas en el capitulo previo son de dificil fenotipado en programas

de mejoramiento comercial.

Por otro lado, un estudio reciente mostré que la seleccién por CFEm en las
primeras generaciones podria ayudar a reducir la variabilidad del rendimiento en las
generaciones posteriores (Alonso et al. 2018). Nuevamente, a pesar de este reporte
prometedor, la complejidad que conlleva medir el coeficiente de fertilidad de espiga
puede limitar su uso generalizado como rasgo secundario en los programas de
mejoramiento comerciales. La deteccion de QTL genéticamente ligados a dicho caracter

seria el primer paso para facilitar la seleccion.

En los dltimos afios, se han generado muchas publicaciones sobre QTL para
rendimiento y caracteristicas asociadas en trigo (ver Capitulo | y IV). Todos identificaron
atributos numéricos del rendimiento, pero no determinantes ecofisioldgicos del mismo.
Hasta donde se sabe, recientemente (y durante el desarrollo de este trabajo) se publicaron
tres estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, Genome-wide association
study) para CFEm. EIl primero (Guo et al. 2017) identifico una region en el cromosoma
2A utilizando una poblacion de mapeo de asociacion de cultivares invernales europeos,
que luego se identifico como el gen GNI-AL, asociado con un mayor nimero de flores y
granos fértiles por espiguilla (Sakuma et al. 2019). El segundo (Gerard et al. 2019) detectd
cuatro SNP en los cromosomas 2A, 2D, 4D y 5A utilizando un pequefio panel de

asociacion formado con cultivares de 20 paises en los cinco continentes. Finalmente, para
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una coleccion de cultivares argentinos de trigo, Basile et al. (2019) detectaron 17 regiones
distribuidas en siete cromosomas (1A, 2A, 3B, 4A, 5A, 6A y 7A). Una vez que se
identifica un QTL para un caracter de interés, es deseable su validacion antes de aplicarlos
en la seleccidn asistida por marcadores (MAS, Marker assisted selection) (Dao et al.

2017), lo que no se realiz6 en los ultimos dos trabajos mencionados.

Este Capitulo busca cumplir con el objetivo especifico (ii): identificar QTL para
CFEa, CFE y CFEm (ver Capitulo ). Para ello se utilizaron las dos poblaciones HD
(BP11xB2002 y B19xB2002) descritas en el Capitulo anterior (I1). Como mencionamos
anteriormente, dichas poblaciones fueron disefiadas especialmente para estudiar el
coeficiente de fertilidad de espiga a partir de la seleccion de lineas parentales
contrastantes para CFEm, resultantes del screening de 39 cultivares de trigo (Figura 7)
(Gonzélez et al. 2011), las que también fueron diferentes en CFE (Terrile et al. 2017).
Una vez identificados los QTL, nos enfocamos en el objetivo especifico (iii) realizando
la validacion de los QTL maés promisorios mediante el desarrollo de poblaciones F2
independientes y asociando el fenotipo con los marcadores pico de cada QTL
transformados en marcadores KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) adecuados para
su uso en MAS (Figura 7). Por ultimo, se busco determinar si los QTL validados para los
distintos coeficientes de fertilidad tenia efectos pleiotrdpicos, no sélo en el NG final y sus
determinantes fisioldgicos (FF y GST), sino también en los componentes de la estructura
de la espiga (es decir, espiguillas totales - NET, espiguillas fértiles - NEF, flores fértiles
por espiguilla fértil - FFEF, longitud de la espiga - LE y compactacién - CN o mm de
raquis espiguilla) y asi cumplir con el objetivo especifico (iv) (Figura 7). Finalmente,
como algunos autores reportaron una relacién negativa entre CFE y PSE (o CFEm y CH

en madurez) (Slafer et al. 2015; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al. 2018), o entre CFE y
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peso de grano (PG) (Slafer et al. 2015; Terrile et al. 2017), visto también en las dos
poblaciones evaluadas en esta tesis, se evaluaron los efectos pleiotropicos de los QTL

validados sobre PSE, CH, PG, RTO y RTO/PSE.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Material vegetal y desarrollo de poblaciones

El mapeo de QTL se realiz6 utilizando ambas poblaciones haploides duplicadas

(HD) (Figura 7), descritas en el Capitulo II.

Una vez fenotipadas ambas poblaciones e identificados los QTL para fertilidad de
espiga (que se presentaran en detalle en la seccién resultados de este Capitulo), se
generaron dos poblaciones F2 independientes de 500 plantas cada una para validar los dos
QTL mas representativos, uno para CFEa, CFE y CFEm (QFFE.perg-5A), y el otro para
CFEm (QFEm.perg-3A), ambos detectados en la poblacién B19xB2002 (Figura 7). Cada
poblacion F2 para la validacion deriva del cruzamiento entre dos lineas HD seleccionadas
de la poblacion B19xB2002. La primera poblacién deriva del cruzamiento
“HD24xHD36” (Pobl 1), siendo HD24 una linea con valores altos, mientras que HD36
es una linea con valores bajos, de CFEa, CFE y CFEm. La segunda poblacion deriva del
cruzamiento “HD24xHD22” (Pobl 2), siendo HD24 una linea con alto, y HD22 una linea
con bajo CFEm. Antes de seleccionar las lineas contrastantes para los cruzamientos, se
verificd que segregaran solo para QFFE.perg-5A (Pobl 1) o QFEm.perg-3A (Pobl 2) y
luego se procedid a fijar los genes relacionados con la fenologia y altura de planta.
Particularmente se fijaron los alelos primaverales Vrn-Alb (Yan et al. 2004) y Vrn-B1
(Fu et al. 2005) y un QTL estable para altura de planta (Rht25) ubicado en el cromosoma

6A (51,2 cM), utilizando el alelo que confiere mayor altura proveniente de B2002 (Mo et
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al. 2019). Finalmente, se comprobd que las lineas seleccionadas fueran monomorficas
para el alelo de insensibilidad al fotoperiodo Ppd-D1a, utilizando los marcadores de PCR
desarrollados por Beales et al. (2007). Antes de obtener la F2, utilizando medio grano sin
embridn, se comprobo que las semillas F1 de cada cruce fueran heterocigotas (Figura 7)
analizando la composicién de gluteninas de alto peso molecular (HMWG, High

Molecular Weight Glutenin) mediante SDS PAGE segun Pfluger et al. (2001).

3.2.2. Genotipado y construccion del mapa genético

Ambas poblaciones fueron genotipadas con un chip iSelect 90K SNP (Wang et al.
2014). Para la construccion de los mapas genéticos, se descartaron los marcadores SNP
con mas del 20% de datos faltantes y/o heterocigotas. Se utiliz el script de Python,
merger.py* para agrupar todos los SNP que mostraban una segregacién idéntica en la
poblacién. Finalmente, se utiliz6 el paquete R “Rqtl” (Broman et al. 2003) para el
desarrollo del mapa genético. Ademas, se agregaron dos marcadores funcionales para los
genes de vernalizacién Vrn-Al (Yan et al. 2004) y Vrn-B1 (Fu et al. 2005) al mapa
genético. La posicion fisica de los SNP se determiné mediante BLAST con la base de

referencia IWGSC Ref. Seq. v1.0 del genoma del trigo (Appels et al. 2018).

Las poblaciones F2 para las validaciones de los QTL (Pobl 1 y Pobl 2) fueron
genotipadas usando marcadores KASP (LGC-Genomics, UK) con cebadores disefiados
usando PolyMarker (Ramirez-Gonzalez et al. 2015) (Cuadro Suplementario S2). Los
marcadores KASP se corrieron en una PCR de tiempo real StepOnePlus (Thermo Fisher

Scientific) en las siguientes condiciones térmicas: 95°C durante 15 min (activacion

4 https://github.com/juancrescente/Imap.
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enzimatica de arranque en caliente), 95°C durante 30 s, 65°C durante 1 min (toma de
contacto por encima de 65-57°C durante 60 s), diez ciclos (bajando 0,8°C por ciclo) y
72°C durante 30 s (11 ciclos); 94°C durante 30 s, 57°C durante 1 min y 72°C durante 30

s (26 ciclos); y 72°C durante 5 min y 20°C (final).

3.2.3. Fenotipado

3.2.3.1. Ejecucion de los experimentos y condiciones generales

El fenotipado para el mapeo QTL de las poblaciones HD incluyé cuatro

(BP11xB2002) y cinco ambientes (B19xB2002) (Ver Capitulo Il, Cuadro 1, y Figura 7).

Los experimentos para la validacion de QTL, utilizando las poblaciones F2, se
realizaron en condiciones de campo protegidos por una red anti-pajaros, en la Estacion
Experimental Agropecuaria INTA Pergamino (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) (33° 51’ S, 60° 56’ W). Las semillas de ambas poblaciones F2 se sembraron
el 19 de junio del 2018 a 0,30 m cada una en surcos de 1,20 m de largo, espaciados a
0,20 m. Para todos los experimentos, se controlaron plagas y enfermedades mediante la
aplicacion de productos quimicos apropiados, y se realizd una alta fertilizacion e

irrigacion.

3.2.3.2.Descripcion de los muestreos y caracteres fenotipados

Para ver detalles del fenotipado de las poblaciones HD leer la seccion 2.2.3 en el

Capitulo I1.

Las plantas F2 de la Pobl 1 se evaluaron para: coeficiente de fertilidad de espiga

en antesis (CFEa), coeficiente de fertilidad de espiga (CFE) y coeficiente de fertilidad de
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espiga en madurez (CFEm), mientras que las plantas F2 de Pobl 2 se evaluaron sélo para
coeficiente de fertilidad de espiga en madurez (CFEm) (Figura 7), que se estimaron de
manera similar a lo descripto en el capitulo para la poblacion HD. EI muestreo se ajustd
al disefio de una planta como unidad experimental. En la Pobl 1, la espiga del vastago
principal de cada planta individual se cort6 en antesis y la espiga del primer macollo se
cortdé en madurez, mientras que en Pobl 2 la espiga del vastago principal de cada planta
individual se cortd en madurez (en la Pobl 2, no se realizaron mediciones en antesis dado
que sélo se evalud el CFEm). Para estimar CFEa, se conto el nimero de FF de cada espiga
en todas las espiguillas de la espiga (en lugar de un lado sélo como se realizé en la

poblacién HD).

3.2.4. QTL y analisis estadisticos

Los analisis de QTL para ambas poblaciones HD se realizaron utilizando un
mapeo de intervalo compuesto (CIM, Composite Interval Mapping) con regresiones
forward y backward y 500 permutaciones con un a = 0,05 utilizando el software QTL
Cartographer 2.5 (Wang et al. 2012). El anélisis de QTL se realiz6 sobre los datos de cada
ambiente por separado, después de promediar los datos de cada una de las lineas HD en
todas las repeticiones dentro de cada ambiente. Se calcularon los valores BLUE para cada
linea HD, incluidos todos los ambientes como variable aleatoria. Los valores BLUE se
trataron como un ambiente adicional en el mapeo de QTL. Se seleccion6 un valor LOD
de 2,5 como umbral uniforme para todos los analisis. Los QTL se consideraron estables
si se detectaron al menos en tres ambientes y se definieron como QTL mayores si poseian

un RZ > 10% al menos en un ambiente.
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Para cada uno de los caracteres evaluados en las poblaciones HD, se realiz6 un
ANOVA factorial utilizando el marcador pico del QTL como variable de clasificacion en
el modelo, junto con todas las posibles interacciones en primer grado para determinar las
posibles interacciones epistaticas entre los QTL. Los ambientes se incluyeron como
variables aleatorias. Para las poblaciones F2, se realizaron ANOVASs unidireccionales por
separado para cada QTL. Los datos que violaban los supuestos del ANOVA (normalidad
de los residuos segun las pruebas de Shapiro-Wilk y homogeneidad de las varianzas segun
las pruebas de Levene) se corrigieron mediante transformaciones de potencia. Todos los

analisis estadisticos se realizaron utilizando Infostat/P (Di Rienzo et al. 2016).

Se estimé el efecto aditivo (a), el efecto de dominancia (d) y el grado de

dominancia (D = d/a) para los QTL de interés. El grado de dominancia se calculé como:

2x2 - xl_ X3

D =
X1 — X3

donde x1, X2 y x3 son los valores fenotipicos del homocigoto con el alelo favorable, el
valor heterocigoto y el otro homocigoto con el alelo desfavorable (Falconer 1960; Stone
1968). D =0 seria indicativo de no dominancia, D = 1 indicativo de dominancia completa,
0 < D <1 de dominancia incompleta, - 1 < D < 0 de recesividad incompletay D = - 1 de

recesividad completa (Stone 1968).

3.3. Resultados

3.3.1. Fenotipado de las poblaciones HD

A modo de resumen, se repasan algunos resultados del fenotipado. Los

coeficientes de fertilidad, CFEa, CFE y CFEm, mostraron una distribucién normal para
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todos los ambientes en ambas poblaciones, variando de 94 + 12 a 149 + 35 flores gPSE-
1,105 + 38 a 143 + 30 granos gPSE'y 70 + 24 a 136 + 19 granos gCH"1, respectivamente
en la poblacién B19xB2002 y de 96 + 12 a 152 + 16 flores gPSE™?, 114 + 20 a 138 + 28
granos gPSE' y 84 + 12 a 114 + 16 granos gCH™, respectivamente en la poblacion
BP11xB2002. Se observd segregacion transgresiva con valores mayores y menores que
las lineas parentales (Cuadro Suplementario S1, Figura Suplementaria S1). Los resultados
detallados sobre la heredabilidad en sentido estricto y la relacion entre caracteres se

presentaron en el Capitulo I1.

3.3.2. Mapeo de QTL para CFEa, CFE y CFEm en las poblaciones HD

3.3.2.1. Mapas genéticos de ligamiento

El mapa de ligamiento final de BP11xB2002 constd de 7.323 SNP y dos
marcadores funcionales para los genes de vernalizacion Vrn-Al (Yan et al. 2004) y Vrn-
B1 (Fu et al. 2005) (Cuadro 8, Cuadro Suplementario S5). Todos los SNP representaron
723 loci en los 21 cromosomas del trigo. EI mapa cubre 2.605,3 cM de longitud con un
espaciado medio entre locus de 4,7 cM (Cuadro 8, Cuadro Suplementario S3). Los
genomas A y B fueron similares con al menos tres veces el nimero de marcadores
polimorficos que el genoma D, con 2.955, 3.513 y 857 marcadores, respectivamente

(Cuadro 8).

El mapa final de B19xB2002 consisti6 en 10.936 SNP mas los marcadores Vrn-
Al y Vrn-Bl distribuidos en 739 loci en los 21 cromosomas del trigo. La longitud total
del mapa fue de 2.221,7 cM, con un espaciado de locus promedio de 4,3 cM (Cuadro 9,
Cuadro Suplementario S4). La distribucion desigual de marcadores fue mayor con 4.126,

5.448 y 1.364 marcadores en los genomas A, B y D, respectivamente (Cuadro 9). El
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numero de loci de los genomas A 'y B triplica el nimero de loci del genoma D en ambas
poblaciones, con 311, 300 y 113 loci en BP11xB2002 y 324, 317 y 98 loci en B19xB2002,

respectivamente (Cuadro 8, Cuadro 9).

Cuadro 8. Descripcion del mapa genético de la poblacion HD Baguette Premium
11 x BIOINTA 2002.

Longitud Espaciado  Espaciado

Cromosoma SNPs Locus (cM) promedio maximo
(cM) (cM)
1A 408 34 48,4 1,5 57
1B 410 40 230,9 59 67,7
1D 218 19 158,0 8,8 71,5
2A 504 42 84,8 2,1 6,6
2B 776 46 129,1 2,9 10,6
2D 199 19 173,4 9,6 79,4
3A 376 52 182,0 3,6 15,2
3B 489 49 146,2 3,1 18,4
3D 60 11 87,7 8,8 35,5
4A 351 49 101,4 2,1 8,8
4B 327 42 152,2 3,7 37,7
4D 30 5 10,5 2,6 4,7
5A 461 50 1225 2,5 18,0
5B 643 46 104,6 2,3 11,6
5D 144 23 100,8 4,6 18,1
6A 396 43 144,7 3,4 22,3
6B 430 38 79,4 2,1 13,7
6D 105 9 1223 15,3 102,7
TA 459 41 149,2 3,7 67,0
7B 438 38 130,1 3,5 37,6
7D 101 27 147,1 5,7 49,8
Genoma A 2.955 311 833,0 2,7 67,0
Genoma B 3.513 299 972,5 3,3 67,7
Genoma D 857 113 799,8 7,5 102,7

Total 7.325 723 2.605,3 4,7 102,7
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Cuadro 9. Descripcion del mapa genético de la poblacion HD Baguette 19 x
BioINTA 2002.

Espaciado  Espaciado

Cromosoma SNPs Locus LO(EI%/'It)Ud promedio maximo
(cM) (cM)
1A 519 36 184,1 5,3 29,9
1B 738 45 86,4 1,9 10,3
1D 413 26 139,4 5,6 81,5
2A 683 59 112,8 1,9 24,5
2B 1.427 55 107,0 2,0 20,6
2D 418 14 186,9 14,4 73,4
3A 504 45 95,9 2,2 12,0
3B 694 42 120,8 2,9 27,3
3D 134 7 172,2 28,7 93,9
4A 436 52 85,7 1,7 9,0
4B 368 39 64,8 1,7 11,3
4D 14 7 39,5 6,6 12,1
5A 633 54 113,3 2,1 22,6
5B 802 63 105,7 1,7 10,3
5D 124 9 9,9 1,2 3,9
6A 769 42 84,0 2,0 15,0
6B 686 40 84,4 2,2 21,4
6D 187 17 82,7 5,2 60,1
7A 582 36 121,8 3,5 22,2
7B 733 33 107,7 3,4 26,0
7D 74 18 116,7 6,9 61,8
Genoma A 4.126 324 797,6 2,5 29,9
Genoma B 5.448 317 676,8 2,2 27,3
Genoma D 1.364 98 747,3 8,2 93,9
Total 10.938 739 2.221,7 4,3 93,9

3.3.2.2. Mapeo de QTL

En la poblacion de BP11xB2002 se detectaron un total de 35 QTL en todos los
ambientes y BLUE analizados agrupados en 28 regiones. Los QTL se distribuyeron en

17 de los 21 cromosomas del trigo (Cuadro 10).
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El cultivar B2002 contribuyd con siete de los 35 QTL detectados, dos de ellos
asociados con CFEa, otros dos asociados a CFE y los tres restantes asociados a CFEm.
Todos los marcadores picos de estos QTL se encontraron presentes en s6lo un ambiente
en los cromosomas 3B, 6A para CFEa, 2B y 7B para CFE,y 1 D, 2A 'y 7A para CFEm.

El resto de los QTL aportados por BP11 se describen en los siguientes items.

En la poblacion de B19xB2002 se detectaron un total de 37 QTL en todos los
ambientes y BLUE analizados agrupados en 21 regiones. Los QTL se distribuyeron en
14 de los 21 cromosomas del trigo (Cuadro 11). El cultivar B2002 contribuyé a tres de
los 37 QTL detectados, dos de ellos asociados con CFEa y el tercero con CFE. El
marcador pico de los dos QTL para CFEa fue ubicado en el cromosoma 5B coincidiendo
con el gen de respuesta de vernalizacion Vrn-B1 (el alelo primaveral de B2002 aumentd
el CFEa). Dado que estos QTL se detectaron en el ambiente E5 (invernaculo) que se llevd
a cabo durante el verano, lo que indica que podria ser un efecto de la fenologia sobre el
cultivo. EI QTL restante aportado por B2002 y detectado para CFE estuvo ubicado en el
cromosoma 7B, pero presente s6lo en un ambiente y el marcador pico explico s6lo el 5%
de la variabilidad observada, por lo que no se considerd significativo. Solo uno de los
QTL aportados por B19 se localizé junto con el gen Vrn-Al. Este, detectandose también
en el ensayo en invernaculo en el cromosoma 5A (el alelo de primaveral de B19 aumentd

el CFEa).

El resto de los QTL aportados por BP11 y B19 se describen en los siguientes

ftems.



Cuadro 10. QTL identificados para CFEa, CFE y CFEm en los cinco ambientes probados en la poblacion BP11xB2002.
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Caracteres Cr. Amb. Marcador pico 2 Pos. Gen. (cM) Pos. fisica(Mb) LOD Dador Ad. R?(%)
CFEa 1A B CAP7_c2317_217 28,2 48,8 568 BP11 50 20
1A B RAC875_c25799_457 33,6 381,3 540 BP11 51 21
1A El1 wshp_BG263358A Ta 2 3 38,4 531,6 447 BP11 47 12
3B E1 Kukri_rep_c114800_56 101,4 190,9 10,44 B2002 7,8 36
5A B IAAV7519 3,4 1,8 5,01 BP11 4,7 18
5B E3 Tdurum_contig31845 322 12,9 120,5 5,34 BP11 7,5 21
6A E1 BS00072903 51 102,2 544,2 350 BP11 43 9
6A B Kukri_c669 259 105,0 574,5 297 BP11 36 10
6B E1l1 wsnp_Ex_c19082_27999258 40,6 61,5 556 BP11 572 16
6B E2 IACX2322 65,8 694,2 3,80 B2002 6,2 17
7A  E1 RAC875_c9697 1067 14,6 516,1 3,47 BP11 3,9 9
7A B RAC875_c9697_1067 15,6 516,2 266 BP11 34 9
7B E2 BobWhite_c36693_210 39,2 34,0 3,10 BP11 55 13
CFE 2A B JD ¢10324 88 79,8 770,0 3,45 BP11 7,1 15
2A  E3 JD_c10324_88 80,8 770,0 324 BP11 111 15
2B E3 JD_c14855 506 71,7 122,3 4,35 B2002 17,7 18
2B B RAC875_s109189 188 79,1 248,1 347 BP11 68 14
2B E3 Tdurum_contigl17626_268 90,6 683,2 391 BP11 17,3 16
3B B BS00022242 51 39,7 42,3 2,79 BP11 6,2 12
6D E2 GENE-2903_68 0,0 115 3,13 BP11 69 13
7B E3 RAC875_c1329 298 129,6 7445 2,65 B2002 95 10
CFEm 1B E4 RAC875_c66649 186 123,3 626,7 2,85 BP11 7,3 11
1B E3 BS00084895 51 200,7 643,1 262 BP11 69 10




1D E2 BS00022178_51 6,2 16,6 8,65 B2002 8,7 29
2A B Excalibur_rep_c105284_131 31,2 49,5 4,17 B2002 5,0 15
2A B Kukri_c16667_132 81,8 771,5 330 BP11 47 12
2D B Tdurum_contig17626_210 59,5 5715 364 BP1l1 6,6 24
2D E2 Tdurum_contig17626_210 68,1 5715 573 BP11 77 17
3A  E2 wsnp_Ra_c27984_37480491 98,4 658,7 6,65 BP11 79 21
3B B wsnp_Ku_c4078_7436510 61,7 555,5 2,92 BP11 43 10
4B E3 Ku_c27617_684 107,3 33,6 3,00 BP11 44 14
S5A E4 BS00100185_51 2,0 14,8 464 BP11 107 23
TA E2 BS00065851_51 148,4 734,9 3,62 B2002 54 11
7B E3 RAC875_c27939_335 52,1 608,2 3,10 BP11 472 12
D E2 BS00067285_51 112,6 591,2 3,39 BP11 54 11

Cr. cromosoma, Amb. ambiente, Ad. efecto aditivo. Para la descripcion de los ambientes ver Cuadro 1 (Capitulo I1). B: indica BLUE.

aMarcador mas cercano al pico LOD mas alto.



Cuadro 11. QTL identificados para CFEa, CFE y CFEm en los cinco ambientes probados en la poblacién B19xB2002.
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Car. Cr. Amb. Marcador pico 2 Pos. Gen. (cM) Pos. fisica (Mb) LOD Dador Ad. R?(%)

CFEa 1A E2 RAC875_c54245 88 74,4 154 4,36 B19 18,6 21
1A E3 RAC875_c54245 88 74,4 15,4 500 B19 219 19
1A B RAC875 _c54245 88 74,4 154 4,36 B19 18,2 18
2A El1 BS00065434 51 106,2 774,1 455 B19 96 14
5A E1 BS00083507_51 42,1 461,5 398 B19 84 11
5A E2 BS00083507_51 42,1 461,5 505 B19 111 12
5A E3 BS00083507_51 42,1 461,5 354 B19 1972 23
5A B BS00083507_51 42,1 461,5 412 B19 150 20
5A E5 Vrn-Al 75,3 587,4 7,18 B19 243 13
5B E5 Vrn-B1 64,0 573,8 8,23 B2002 31,0 21
5B B Vrn-Bl 64,0 573,8 2,90 B2002 12,2 13
6B E3 Ex_c17379 1431 66,6 692,8 282 B19 132 10

CFE 1B E2 Ra_c21994 996 62,5 656,8 324 B19 17,8 12
1D E5 Excalibur_c15692 532 36,7 12,1 2,82 B19 225 10
1D B Excalibur_c15692_532 36,7 12,1 250 B19 147 8
2D E3 BS00079440 51 82,3 79,4 6,01 B19 31,0 21
2D B BS00079440 51 82,3 79,4 504 B19 2272 18
4D E5 Kukri_rep_c68594 530 24,2 12,7 265 B19 215 9
5A E3 BS00083507_51 42,1 461,5 409 B19 224 11
5A E5 BS00083507_51 42,1 461,5 291 B19 294 17
5A B BS00083507_51 42,1 461,5 6,46 B19 26,7 26
6B E2 BS00063109_51 40,3 57,8 438 B19 129 7
7B E3 RAC875_¢27939 335 34,4 349,8 2,67 B2002 15,1 5
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CFEm 1A E3 RAC875_c54245 88 74,4 14,4 420 B19 1472 19
1A E4 RAC875_c53185_802 149,3 480,5 457 B19 99 11
2D E3 BS00079440 51 82,3 79,4 3,74 B19 131 25
3A E2 wsnp_CAP11 rep_c4226_1995152 51,6 685,1 363 B19 13,2 11
3A E4 wsnp_CAP11 rep c4226_1995152 51,6 685,1 439 B19 10,1 14
3A E5 wsnp_CAP11 rep_c4226_1995152 51,6 685,1 3,69 B19 136 9
3A B wsnp_CAP11 rep_c4226_1995152 51,6 685,1 400 B19 10,2 14
4D B BS00099053 51 2,9 3,6 253 B19 7.1 7
5A E3 BS00083507_51 42,1 461,5 304 B19 94 13
5A  E5 BS00083507_51 42,1 461,5 250 B19 221 23
5A B BS00083507_51 42,1 461,5 493 B19 115 19
6A E2 BS00082191 51 44,3 7,6 269 B19 17,0 18
7TA E4 wsnp_Ku_rep_c113718 96236830 68,3 625,7 362 B19 71 7
7A B BobWhite_c24760_142 60,7 128,5 495 B19 120 20

Car. Caracter, Cr. cromosoma, Amb. ambiente, Ad. efecto aditivo. Para la descripcion de los ambientes ver Cuadro 1 (Capitulo 11). B: BLUE.

aMarcador mas cercano al pico LOD mas alto.
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3.3.2.3. QTL para CFEa aportados por BP11y B19

El analisis de QTL detectd 11 regiones en los cromosomas 1A, 3B, 5A, 5B, 6A,
6B, 7A 'y 7D en la poblacion BP11xB2002 y seis regiones en los cromosomas 1A, 2A,
5A, 5B y 6B en la poblacion B19xB2002 para CFEa (Cuadro 10, Cuadro 11), pero s6lo
dos regiones en los cromosomas 5A y 1A en la poblacion B19xB2002 fueron estables. El
QTL 5A fue consistente en tres de los cuatro ambientes probados y también en el BLUE.
El pico de este QTL se mape6 con el marcador SNP BS00083507_51 (42,1 cM, 461,5
Mb) con un LOD maximo de 5,05 (Figura 8a). En el ANOVA factorial, BS00083507_51
explico el 11,0-23,0% de la variabilidad observada en el CFEa. La diferencia promedio
de CFEa entre los alelos B19 y B2002 para el marcador BS00083507_51 fue de 8,4-19,2
flores gPSE™! (Cuadro 11). EI QTL 1A fue consistente en dos de los cuatro ambientes
probados y en el valor BLUE, mapeando con el marcador SNP RAC875_c54245 88 (74,4
cM, 15,4 Mb) con un LOD méaximo de 5,00 (Figura 8b). En el ANOVA factorial,
RAC875_c54245 88 explico 18,0-21,0% de la variabilidad observada en CFEa. La
diferencia promedio de CFEa entre los alelos B19 y B2002 para el marcador

RAC875_c54245 8 fue de 18,2-21,9 flores gPSE™* (Cuadro 11).

3.3.2.4. QTL para CFE aportados por BP11y B19

Para el CFE, el anélisis de QTL identificd 7 regiones en los cromosomas 2A, 2B,
3B, 6Dy 7A en la poblacion BP11xB2002 y 7 regiones en los cromosomas 1B, 1D, 2D,
4D, 5A, 6By 7B en la poblacion B19xB2002 (Cuadro 10, Cuadro 11). EI mas estable fue
el QTL localizado en la poblacion B19xB2002 en el cromosoma 5A que fue consistente
en 2 de los 3 ambientes estudiados y en el BLUE. Este QTL pico, al igual que para CFEa,

fue mapeado con el marcador SNP BS00083507_51 (42,1 cM, 461,5 Mb) con un LOD
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maximo de 6,46 (Figura 8c). En el ANOVA factorial, BS00083507_51 explicé 11,0-
26,0% de la variabilidad observada en CEF. La diferencia promedio de CFE entre los
alelos B19 y B2002 para el marcador BS00083507_51 fue de 22,4 a 29,4 granos gPSE™*

(Cuadro 11).

3.3.2.5. QTL para CFEm aportados por BP11y B19

Se identificaron 12 regiones en los cromosomas 1B, 1D, 2A, 2D, 3A, 3B, 4B, 5A,
7A, 7B y 7D en la poblacion BP11xB2002 y ocho regiones en los cromosomas 1A, 2D,
3A, 4D, 5A, 6A y 7A para CFEm (Cuadro 10, Cuadro 11). EI QTL 5A de la poblacion
B19xB2002 fue consistente en dos de los cuatro ambientes probados y en el BLUE. El
QTL pico también fue mapeado con el marcador SNP BS00083507_51 (42,1 cM, 461,5
Mb), similar a los identificados para CFEa 'y CFE, con un LOD maximo de 4,93 (Figura
8d). En el ANOVA factorial, BS00083507 51 explicd 13,0-23,0% de la variabilidad
observada en el CFEm. La diferencia promedio entre los alelos B19 y B2002 para el
marcador BS00083507_51 fue de 9,4 a 22,1 granos gCH* (Cuadro 11). Otro QTL
prometedor fue el presente en la poblacién B19xB2002 en el cromosoma 3A, el que fue
consistente en tres de los cuatro ambientes estudiados. EI QTL pico fue mapeado con el
marcador SNP wsnp_CAP11 rep _c4226 1995152 (51,6 cM, 685,1 Mb) con un LOD
maximo de 4,00 (Figura 8e). En el ANOVA factorial, wsnp_CAP11 rep c4226 1995152
explico 9,0-14,0% de la variabilidad observada en el CFEm (Cuadro 11). La diferencia
promedio entre los alelos B19 'y B2002 para el marcador

wsnp_CAP11 rep_c4226 1995152 fue de 10,1 a 13,6 granos gCH* (Cuadro 11).
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pk = BS00083507_51 (42.1 cM) pk = BS00083507_51 (42.1 cM) pk =wsnp_CAPI1_rep_c4226_1995152 (51.6 cM)
d=wsnp_Ex_c19647_28632894 (44.2 cM) d= GENE-3573_962 (48.8 cM) d=BS00091887_51 (59.2 cM)

Figura 8. QTL estables y mayores detectados en la poblacion HD de mapeo
B19xB2002 para a) CFEa en el cromosoma 5A, b) CFEa en el cromosoma 1A, ¢) CFE
en el cromosoma 5A, d) CFEm en el cromosoma 5A y, e) CFEm en el cromosoma 3A.
Se indican los picos LOD maximaos, la linea horizontal verde claro indica el LOD umbral
(2,5). Las lineas de diferentes colores indican los diferentes ambientes para cada caracter.
Pk: marcador pico (marcas rojas), d: marcador flanqueante +1LOD y p: marcador de
flanqueante -1LOD (marcas de color naranja). Para la nomenclatura de los ambientes ver
Cuadro 1 (Capitulo 11).

3.3.2.6. QTL consolidados y sus interacciones epistaticas

Considerando “estables” aquellos QTL presentes en al menos tres ambientes con

un LOD >2,5y como QTL “mayores” si presentan un R% > 10% en al menos un ambiente;



72

detectamos dos QTL mayores y estables. EI primero fue el identificado en la poblacion
B19xB2002 con el SNP BS00083507_51 ubicado en el cromosoma 5A (42,1 cM, 461,5
Mb), en adelante QFFE.perg-5A. Se detectd en la mayor cantidad de ambientes en el
analisis de QTL para CFEa y también se observd en tres y dos ambientes para CFE y
CFEm (incluidos los BLUE). El segundo fue identificado también en la poblacién
B19xB2002 con el SNP wsnp_CAP11 rep c4226 1995152 ubicado en el cromosoma
3A (51,6 cM, 685,1 Mb), en adelante QFEm.perg-3A. Se detect6 en el mayor nimero de
ambientes en el analisis de QTL para CFEm. Este QTL también fue identificado en la

poblacion BP11xB2002, pero sélo en un ambiente (E4).

Considerando un modelo lineal mixto generalizado con los ambientes como
efectos aleatorios, los efectos de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A sobre CFEa fueron
significativo (p < 0,0001 y p = 0,048, respectivamente) mientras que no se observaron
interacciones epistaticas entre ambos QTL (p = 0,6199). Las plantas que portaban el alelo
favorable para CFEa (B19) en los QTL QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A tenian 15,7 y
4,1 mas flores fértiles establecidas por unidad de peso seco de la espiga en la antesis que
las que llevaban el alelo desfavorable para CFEa (B2002), respectivamente (Cuadro 12).
El efecto de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A sobre CFE fue significativo (p < 0,0001 y
p = 0,004, respectivamente), pero no se observaron interacciones epistaticas entre ambos
QTL (p = 0,5616). Las plantas que portaban el alelo favorable para CFE (B19) en los
QTL QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A tenian 27,0 y 11,8 mas granos por unidad de peso
seco de la espiga en antesis que las que llevaban el alelo desfavorable para CFE (B2002),
respectivamente (Cuadro 12). Finalmente, el efecto de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A
sobre CFEm fue altamente significativo (ambos p < 0,0001), mientras que no se observo

interaccion epistatica entre ambos QTL (p = 0,8162). Las plantas que portaban el alelo
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favorable para CFEm (B19) en los QTL QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A tenian 13,0 y

9,5 més granos por unidad de chaff que las que llevaban el alelo desfavorable para CFEm

(B2002), respectivamente (Cuadro 12).

Cuadro 12. Efectos de QFFE. perg-5A y QFEm.perg-3A en diferentes caracteres.

Efecto principal Interaccion
Carécter Valor BS00083507 51  wsnp_CAP11 rep c4226 1995152 5A x 3A
(5A) 3A)
CFEa Alelo B19 1394 133,8 ns
N& = 557 Alelo B2002 123,7 129,7
%P 11% 3%
Amb¢=4 p *kkk *
CFE Alelo B19 137,8 130,2 ns
N =409 Alelo B2002 110,8 1184
% 20% 9%
Amb=3 p *hkk *%
CFEm Alelo B19 100,6 98,9 ns
N =569 Alelo B2002 87,2 89,3
% 13% 10%
Amb=3 p *hkk *dkk
FF Alelo B19 45,1 44,6 ns
N =561 Alelo B2002 43,4 43,9
% 4% 2%
Amb =14 p ** ns
GST Alelo B19 0,93 0,90 ns
N =408 Alelo B2002 0,81 0,84
% 13% 7%
Amb=3 p *kkK *
NG Alelo B19 40,1 39,3 ns
N =580 Alelo B2002 36,5 37,3
% 9% 5%
Amb=4 p Fhk Kk %
LE Alelo B19 90,8 92,9 *
N =547 Alelo B2002 97,2 95,1
% 1% -2%
Amb=4 p Kk Kk %
NET Alelo B19 20,7 20,8 ns
N =562 Alelo B2002 21,4 21,3
% -3% -2%
Amb=4 p Kk Kk %
NEF Alelo B19 17,1 16,9 ns
N =563 Alelo B2002 17,0 17,2
% 1% -2%
Amb =14 p ns *
FFEF Alelo B19 2,61 2,60 ns
N =563 Alelo B2002 2,51 2,51
% 4% 3%
Amb =14 p *kkk *kk
CN Alelo B19 4,43 4,50 **
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N =547 Alelo B2002 4,56 4,49

% -3% 0%

Amb=14 p Fkk ns

PSE Alelo B19 0,361 0,367 ns
N =564 Alelo B2002 0,384 0,378

% -6% -3%

Amb=4 p Hkx ns

CH Alelo B19 0,422 0,422 ns
N =727 Alelo B2002 0,444 0,443

% -5% -5%

Amb=5 p *k *k

PG Alelo B19 351 35,2 il
N =447 Alelo B2002 36,9 36,8

% -5% -5%

Amb =3 p *kK **

RTO Alelo B19 1,365 1,352 ns
N =441 Alelo B2002 1,293 1,306

% 5% 3%

Amb =3 p * ns

RTO/PSE Alelo B19 4,883 4,74 ns
N =301 Alelo B2002 4,116 4,26

% 16% 10%

Amb =2 p *kKK **

Se presentan los valores medios de cada caracter cuando las lineas presentan uno
de los alelos (B19 0 B2002) para QFFE.perg-5A'y QFEm.perg-3A, asi como la diferencia
porcentual entre los valores medios. Se indica la significancia estadistica del efecto
principal de cada QTL (o marcador de pico) y la interaccion entre ellos.

Los valores p provienen del ANOVA de modelo mixto bidireccional, con el
ambiente como variable aleatoria y los dos loci como variables fijas (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; ns diferencias no significativas).

CFEa: coeficiente de fertilidad de espiga en antesis (flores fértiles gPSE™!), CFE:
coeficiente de fertilidad de espiga (granos gPSEt), CFEm: coeficiente de fertilidad de
espiga en madurez (granos gCH-?), FF: flores fértiles por espiga (n° espiga), GST: cuaje
de granos (n° granos flort), NG: niimero de granos por espiga (n° espiga™), LE: longitud
de espiga (mm), NET: nimero de espiguillas totales por espiga (n° espiga), NEF:
ndmero de espiguillas fértiles por espiga (n° espigat), FFEF: flores fértiles por espiguilla
fértil (n° espiguilla?), CN: Compactacion de la espiga (mm de raquis espiguilla), PSE:
peso seco de espiga en la antesis (espiga g), CH: chaff (peso seco de espiga sin grano en
madurez, g espiga?), PG: peso de grano (g), RTO: rendimiento por espiga (g espiga™),
RTO/PSE: rendimiento/peso seco de espiga en antesis (g gPSE™).

aNUumero de unidades experimentales medidas.

PNimero de ambientes donde se evalu6 el caracter.
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3.3.3. Resultados fenotipicos de las poblaciones F2

Para validar los dos QTL identificados, se desarrollaron dos poblaciones F:
independientes, Pobl 1 para QFFE.perg-5A y Pobl 2 para QFEm.perg-3A (consulte la
seccion “Material vegetal y desarrollo de poblaciones™). La fecha media de antesis de
ambas poblaciones F2 tuvo lugar durante el mes de octubre y fue muy cercana entre lineas.
Las poblaciones F2 consistieron en 434 y 490 plantas cada una, y los rasgos fenotipicos
mostraron una distribucion normal. En la Pobl 1, la media de los tres coeficientes CFEa,
CFE y CFEm fue 135 + 15 flores gPSE™, 128 + 23 granos gPSE* y 95 + 15 granos gCH-
1 respectivamente (Figura Suplementaria S2 a, b y ¢). En la Pobl 2, el CFEm medio fue

de 92 + 13 granos gCH! (Figura Suplementaria S2d).

De las 434-490 plantas fenotipadas, 264 plantas de Pobl 1 y 220 plantas de Pobl
2 alcanzaron para realizar la validacion de los QTL. Ademéas de las poblaciones
completas, ambas sub-poblaciones mostraron una distribucion normal y cubrieron toda la
varianza fenotipica. En la sub-poblacion de Pobl 1, el CFEa vari6 de 104 a 172 flores
gPSE* con una media de 132 + 12 flores gPSE™, el CFE vari6 de 72 a 189 granos gPSE"
! con una media de 124 + 20 granos gPSE™* y el CFEm vari6 de 58 a 136 granos gCH?
con una media de 93 + 12 granos gCH™ (Figura Suplementaria S2 e, f y g). En la sub-
poblacién de Pobl 2, el CFEm varié de 62 a 122 granos gCH"! con una media de 92 + 11

granos gCH* (Figura Suplementaria S2h).

3.3.4. Validacion de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A

Para validar la posicion y el efecto de QFFE.perg-5A, se genotipo la poblacién F2

independiente (Pobl 1) transformando el marcador SNP pico BS00083507 51 en
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marcador KASP (Cuadro Suplementario S2). Como se mencionoé antes (ver la seccion
“Material vegetal y desarrollo de poblaciones”), la Pobl 1 se desarrolldo con un fondo
genético homogéneo para los principales genes de adaptacion segregantes (Vrn-Al, Vrn-
B1) y se fijo el alelo B19 de QFEm.perg-3A para evaluar Unicamente el efecto de

QFFE.perg-5A.

De las 264 plantas de la Pobl 1 utilizadas para la validacion, se encontré que 68
fueron homocigotas para el alelo B19, 75 para el alelo B2002 y las 121 plantas restantes
fueron heterocigotas para el marcador KASP pico de QFFE.perg-5A. Para CFEa, el
ANOVA de un factor revel6 un efecto significativo del marcador pico de QFFE.perg-5A
(p = 0,0003, Figura 9a). Se detectd un efecto similar para CFE (p = 0,0009, Figura 9b) y
CFEm (p = 0,0004, Figura 9c). En todos los casos, las plantas heterocigotas mostraron
menos flores o granos de lo esperado por puro efecto aditivo (CFEa = -1,35 flores gPSE"
1, CFE = -2,62 granos gPSE y CFEm = -2,52 granos gCH™!, respectivamente). El grado
de dominancia (D) (Falconer 1960) del alelo B19 en QFFE.perg-5A para aumentar el
CFEa, CFE y CFEm fue de -0,34, -0,44 y -0,68, respectivamente, indicativo en todos los

casos de recesividad incompleta.

Para validar la posicion y el efecto de QFEm.perg-3A, se genotipd la poblacion F2
independiente (Pobl 2) transformando el marcador SNP pico de QFEm.perg-3A
(wsnp_CAP11 rep_c4226 1995152) en marcador KASP (Cuadro Suplementario S2). De
manera similar a Pobl 1, la poblacion de Pobl 2 se desarrollé sobre un fondo homogéneo
para minimizar el efecto de los genes de fenologia. Ademas, se fijo el alelo de B19 para
QFFE.perg-5A en la poblacion de segregacidon para evaluar Unicamente el efecto de

QFEm.perg-3A.
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De las 220 plantas, se detect6 que 50 fueron homocigotas para el alelo B19, 39
para el alelo B2002 y las 131 plantas restantes fueron heterocigotas para el marcador
KASP pico de QFEm.perg-3A. EI ANOVA de un factor reveld un efecto significativo del
marcador KASP de QFEm.perg-3A sobre CFEm (p = 0,0033, Figura 9d). Las plantas
heterocigotas mostraron 0,35 granos gCH* mas de lo esperado por un efecto puramente
aditivo, y el grado de dominancia (D) del alelo B19 para el aumento de CFEm fue

aproximadamente 0,09, indicativo de dominancia incompleta.
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Figura 9. Efectos y grado de dominancia (D) del QFFE.perg-5A sobre a) CFEa,
b) CFE, ¢) CFEm, evaluados a partir de 264 plantas F2 y efectos y grado de dominancia
del QFEm.perg-3A sobre d) CFEm, de 220 plantas evaluadas F. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos (p < 0,05).
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3.3.5. Efectos pleiotropicos e interacciones entre QFFE.perg-54 Y QFEm.perg-3A

sobre otros caracteres de la poblacién B19xB2002

Se analizaron también los efectos de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A y sus
interacciones sobre otros caracteres de la poblacion HD relacionados con la

determinacion de FFy NG (Cuadro 12, Figura 10).

El efecto positivo (+11%) del alelo B19 presente en QFFE.perg-5A sobre CFEa
resulté en un aumento del 4% en FF a pesar de la reduccion del 6% del PSE (Cuadro 11,
Figura 10). EI NG también mejoré por la presencia de este alelo en un 9%, no solo debido
al efecto sobre el FF sino también por el incremento del GST en un 13%. Teniendo en
cuenta los caracteres de estructura de espiga, las lineas con el alelo B19 presente en
QFFE.perg-5A tuvieron menor LE y CN, lo que resulto en una reduccion del NET. Sin
embargo, el NEF no se vio afectado y el FFEF incrementd (+4%), aumentando asi el FF
(Cuadro 12, Figura 10). Aunqgue el PG se redujo (-5%) debido a la presencia del alelo de
B19, la eficiencia de rendimiento por unidad de peso seco de la espiga en antesis aumento
un 16% (RTO/PSE), lo que resultd en un rendimiento de +5% por espiga (Cuadro 12,

Figura 10).

El alelo de B19 en QFEm.perg-3A no mostro ningun efecto sobre el FF o el PSE,
a pesar de un ligero aumento en el CFEa (+3%) (Cuadro 12, Figura 10). Su efecto positivo
sobre el CFEm (+10%) y CFE (+9%) resultd en una mayor NG (+5%), aunque el
incremento fue menor que el aportado por QFFE.perg-5A. Este mayor NG fue
consecuencia de un incremento del GST en un 7% porque, como se menciono
anteriormente, el FF fue similar ante la presencia de los alelos B19 y B2002. En forma
similar al QFFE.perg-5A, la presencia del alelo B19 en QFEm.perg-3A resulto en espigas

mas cortas, con un reducido NET pero, a diferencia del QTL anterior, el NEF también se
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redujo y la CN no se modificd. Debido a la reduccion del NEF, se observé un aumento
en el FFEF, pero resulto en similar FF debido a la reduccion del NEF (Cuadro 12, Figura
10). La presencia del alelo de B19 en QFEm.perg-3A también redujo el PG (-5%) y
aumentd el RTO/PSE (+10%), pero el efecto sobre el rendimiento por espiga mostrd sélo

una tendencia a aumentar (+3%).
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Figura 10. Marco conceptual fisiologico del andlisis de las variables medidas que
muestra los efectos principales y pleiotrépicos de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A. Los
simbolos =, 1, |, X indican sin efecto, incremento o reduccion del caracter ¢ interaccion
entre alelos, respectivamente, mientras que el ancho de las flechas indica la magnitud del
efecto. Las flechas verdes representan el efecto de QFFE.perg-5A, mientras que las
flechas naranjas representan el efecto de QFEm.perg-3A. CFEa: coeficiente de fertilidad
de espiga en antesis, CFE: coeficiente de fertilidad de espiga, CFEm: coeficiente de
fertilidad de espiga en madurez, LE: longitud de espiga, NET: numero de espiguillas
totales por espiga, NEF: numero de espiguillas fértiles por espiga, FFEF: flores fértiles
por espiguilla fértil, CN: compactacion de la espiga, FF: flores fértiles por espiga, PSE:
peso seco de la espiga en antesis, GST: cuaje de granos, NG: nimero de granos, PG: peso
de granos.
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Basado en la interacciéon entre QFEm.perg-3A*QFFE.perg-5A, se observaron
efectos epistaticos significativos para LE, CN y PG. En el caso de LE, se detectd una
interaccion epistatica significativa con un valor p = 0,013 (Cuadro 12). El alelo B2002 en
QFEm.perg-3A presentd un aumento significativamente mayor en LE con la presencia
del alelo B2002 en QFFE.perg-5A que con la presencia del alelo B19 (Figura 11a). La
CN, se vio significativamente reducida con la presencia del alelo B2002 en QFEm.perg-
3Ay el alelo B19 en QFFE.perg-5A. Contrariamente, la CN aumento significativamente
con la presencia del alelo B2002 en QFFE.perg-5A (p = 0,002, Figura 11b). Finalmente,
para PG, el alelo B2002 en QFEm.perg-3A aumentd significativamente el PG solo en

presencia del mismo alelo parental (B2002) en QFFE.perg-5A (p = 0,0004, Figura 11c).
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Figura 11. Gréaficos de interaccion entre QFFE.perg-5A y QFEm.perg-
3Aena) LE, b) CNy c) PG. Los asteriscos indican un efecto simple significativo
(p < 0,05) de cada QTL en presencia de cada alelo del otro QTL, mediante la
prueba de Fisher.
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3.4. Discusion

El CFE es un caracter prometedor para mejorar el nimero de granos (y el potencial
de rendimiento) en trigo, pero es dificil de medir, principalmente porque el muestreo para
obtener el PSE en antesis es destructivo, e imposible de usar en las primeras generaciones
de un programa de mejoramiento genético (Fischer y Rebetzke 2018). Por ello, el CFE se
ha estimado generalmente en madurez, utilizando el CH como estimador del PSE (CFEm)
(por ejemplo, Stapper y Fischer 1990; Gonzalez et al. 2011b; Martino et al. 2015;
Mirabella et al. 2016; Alonso et al. 2018). Sin embargo, como la relacion entre CH y PSE
es inestable, el uso del CFEm puede producir una estimacion incorrecta del CFE (Elia et
al. 2016; Pretini et al. 2020a). Por lo tanto, la correlacion entre NG y CFEm puede ser
peor que entre el NG y el CFE (Elia et al. 2016; Pretini et al. 2020a), lo que resulta en
una ganancia menor de NG al seleccionar por CFEm en lugar de CFE (Pretini et al.
2020a). Para la busqueda de las bases genéticas, en el presente trabajo utilizamos un
enfoque fisiol6gico novedoso basado en Fischer (2011), donde el CFE es el resultado de
la eficiencia de fijar flores fértiles por espiga o coeficiente de fertilidad de espiga en
antesis (CFEa) y el cuaje de granos (GST). Hasta donde sabemos, no existen informes
previos que estudien las bases genéticas del CFEa. En el presente estudio, identificamos
varios QTL asociados a CFEa, CFE y CFEm, lo que indica que estos caracteres estan
controlados por un sistema genético complejo. Sin embargo, dos de ellos, QFFE.perg-5A
y QFEm.perg-3A, demostraron ser estables y mayores y se logré validarlos en

poblaciones F2 independientes.

Estudios anteriores (Guo et al. 2017; Gerard et al. 2019; Basile et al. 2019) se

enfocaron sélo en el CFEm usando poblaciones GWAS. Guo et al. (2017) identificaron
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una region genémica en el cromosoma 2A (676,2 Mb) asociada con CFEm, que luego se
identifico como el gen GNI-A1 (Sakuma et al. 2019). En el presente estudio se detecto
una region en el cromosoma 2A para CFE (770,0 Mb), otra para CFEm (771,5 Mb) en la
poblacion BP11xB2002, y una tercera region en el cromosoma 2A (774,1 Mb) para CFEa
en la poblacion B19xB2002, las que no se consideraron significativas porque estaban
presentes sélo en uno o dos ambientes (Cuadro 10, Cuadro 11). Ademas, las posiciones
de los SNP de ambos trabajos estan separadas por 97,9 Mb, lo que descarta al gen GNI-
Al como candidato para nuestros QTL en el cromosoma 2A. Por otro lado, Gerard et al.
(2019) detectaron cuatro SNP en los cromosomas 2A, 2D, 4D y 5A asociados con el
CFEm. EI SNP asociado al cromosoma 5A se localiz6 a 698,5 Mb, distanciado a 186 Mb

de nuestro intervalo del QFFE.perg-5A, lo que sugiere que no seria el mismo QTL.

Finalmente, Basile et al. (2019) trabajando con un pequefio panel de mapeo de
asociacion con genotipos argentinos detectaron 17 regiones del genoma (haplotipos)
asociadas con CFEm vy distribuidas en siete cromosomas de trigo (1A, 2A, 3B, 4A, 5A,
6A y 7A). Particularmente, en el cromosoma 5A detectaron dos regiones asociadas; una
de ellas comprende un segmento pequefio de 14 Kb a 445,2 Mb y la otra de 0,3 Mb entre
476,4-476,7 Mb. Nuestro QTL QFFE.perg-5A se encuentra en el intervalo de 391,4 a
512,2 Mb (x1 LOD del QTL pico), incluyendo las dos regiones detectadas por Basile et
al. (2019). Curiosamente, el cultivar parental que lleva los alelos altos de CFEm utilizados
en nuestro estudio de mapeo de QTL (Baguette 19) también se incluy6 en el panel de
GWAS utilizado por Basile et al. (2019) y mostro los dos haplotipos en el cromosoma
5A asociados con alto CFEm en el experimento GWAS. Esta informacion contribuye adn
mas a la validacion de la presencia de un QTL estable para CFEm en el cromosoma 5A

que se encuentra al menos en frecuencia moderada en el germoplasma de trigo argentino.
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En el presente trabajo, basado en un modelo fisiol6gico, mostramos que el impacto
del QTL localizado en el cromosoma 5A (QFFE.perg-5A) en el CFEm es de hecho
consecuencia de su efecto sobre el CFEa, ya que el QTL fue més estable y mayor para
este Gltimo caracter. Debido a su asociacién con CFEa, QFFE.perg-5A exhibid efectos
pleiotropicos sobre algunos caracteres asociados, aumentando el FF, el GST y en
consecuencia el NG (Cuadro 11). Las flores fértiles dependen de la particion de
asimilados a los primordios de flores en desarrollo (Ghiglione et al. 2008; Gonzalez et al.
2011a), mientras que el GST generalmente depende del crecimiento post-antesis (Fischer,
1975, 1985), lo cual se pudo apreciar en la poblacion HD utilizada en este trabajo (Pretini
et al. 2020a). Como el FF y el GST aumentaron y el PSE y el CH disminuyeron cuando
el alelo B19 estaba presente en QFFE.perg-5A, su efecto puede estar asociado con una
mayor particion de materia seca a las flores en desarrollo/granos, reduciendo asi la
particion a estructura de espiga. Esta particion reducida a la estructura de la espiga fue
acompafiada por espigas mas cortas (-LE) y menor nimero de espiguillas totales (-NET)
y longitud de raquis entre las espiguillas (-CN), aumentando el nimero de espiguillas
fértiles y flores fértiles por espiguilla fértil (+FS y +FFEF). Estos resultados refuerzan las
conclusiones del Capitulo previo, validando ain mas la hipotesis (i) (ver Capitulo 1). La
accion de este alelo QFFE.perg-5A parece ser muy diferente a la del gen GNI-AL, que
s6lo aument6 el numero de flores fértiles por espiguilla, sin ningln otro cambio en la
estructura de la espiga (Sakuma et al. 2019). La reduccién del PG cuando el alelo B19
estaba presente en QFFE.perg-5A confirma la asociacion negativa reportada previamente
entre CFE y PG en trabajos publicados (Slafer et al. 2015; Terrile et al. 2017) y en el
Capitulo I1. De acuerdo con discutido en dicho capitulo, se propone nuevamente que esta
relacion puede ser consecuencia de un mayor numero de flores fértiles colocadas en

posiciones distales, que naturalmente tienen menor peso de carpelo y peso potencial de
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grano (Calderini et al. 2001). Consideramos esta relacién no constitutiva (Slafer et al.
2015) como la més probable porque el FF mas alto resulté no s6lo en una mayor eficiencia
para establecer el rendimiento por unidad de peso de la espiga en antesis, sino también en

un mayor rendimiento real.

Ninguno de los reportes anteriores (Guo et al. 2017; Gerard et al. 2019; Basile et
al. 2019) detect6 un QTL asociado con CFEm en el cromosoma 3A como se logré en el
presente trabajo (QFEm.perg-3A). Como el FF no mejoro6 significativamente, a primera
vista parece que el efecto QFEm.perg-3A solo se asocio con el incremento en el GST, lo
que resulté en un mayor NG. EI GST generalmente no se considera un rasgo relevante
que determina el NG en el trigo semi-enano en condiciones de crecimiento potencial
porque suele ser alto, es decir, > 80% (Siddique et al. 1989b; Gonzélez et al. 2003; Elia
et al. 2016), pero con los resultados del presente trabajo parece ser mas relevante de lo
esperado. Utilizando las dos poblaciones HD presentadas en la Figura 7, Pretini et al.
(2020a) (Capitulo 1) mostraron una alta correlacion entre el NG y elGST y, ademas, entre
el CFE y el GST. Sin embargo, cuando se analizaron en detalle los efectos pleiotropicos
de QFEm.perg-3A, se pudo observar que la presencia del alelo B19 tuvo un efecto
positivo sobre el CFEa (+2% FFy -3% PSE) y el CFE (+5% GN y -3% PSE), pero fue
3,6 y 2,2 veces menor, respectivamente, que el del QTL del cromosoma 5A (QFFE.perg-
5A). Entonces, aunque algunos de los efectos de QFEm.perg-3A no fueron
estadisticamente significativos en antesis, nuestra hipotesis es que los procesos
fisiol6gicos que tienen lugar son similares a los descritos para QFFE.perg-5A (es decir,
la regulacion de la particion de asimilados dentro de la espiga en antesis). Pero, como el
efecto del QFEm.perg-3A fue menor en antesis y mas asociado a GST que a FF, lo

detectamos en madurez, es decir cuando se acumulan todos los efectos pleiotropicos
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(Figura 10). Es de destacar que casi no se observd interaccion entre ambos QTL para la
mayoria de las variables medidas, 1o que sugiere que sus efectos positivos pueden ser

aditivos.

Los genes dentro de las regiones correspondientes (£ 2 LOD de distancia de los
marcadores pico maximos) se analizaron en funcion al genoma de referencia de trigo
IWGSC Ref. Seq. v1.0. La region QFEm.perg-3A contiene 574 genes y la region
QFFE.perg-5A contiene 1556 genes segun Appels et al. (2018). El desarrollo de un mapa
genetico saturado en esas regiones sera necesario para identificar genes candidatos en

estudios futuros.

3.5. Conclusion

En el presente Capitulo se identificaron 35 QTL en BP11xB2002 y 37 QTL en
B19xB2002 para los coeficientes de fertilidad de espiga, distribuidos a lo largo del
genoma de trigo. Sin embargo, solo tres de ellos son considerados fueron mayores y
estables, precediéndose a la validacion de dos (QFEm.perg-3A y QFFE.perg-5A). La
validacion se realiz6 en dos poblaciones F2 independientes, mostrando un grado de
recesividad incompleta en QFFE.perg-5A y de dominancia incompleta en QFEm.perg-
3A. Estos dos QTL son novedosos ya que no habian sido detectados anteriormente. La
presencia del alelo favorable proveniente del cultivar Baguette 19 para CFE en ambos
QTL resultd en considerables incrementos del rendimiento de la espiga. Por lo que los
marcadores pico detectados para ambos QTL podrian ser utilizada por los programas de
mejoramiento a través la seleccidon asistida por marcadores para asi mejorar los
rendimientos potenciales de trigo. En base a estas conclusiones podemos decir que la

hipdtesis (iii) “Existen regiones genomicas o QTL con efecto mayor y estable sobre el
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CFEay CFE capaz de ser detectados a cosecha (CFEm)” Y (iv) “El QTL mas promisorio
para CFEa y/o CFE y/lo CFEm es posible de ser validado en una poblacion
independiente, permitiendo la estimacion de su relacion de dominancia” no pueden ser

rechazadas.

Por otro lado, ambos QTL validados mejoraron la fertilidad de las espiguillas
(FFEF), y redujeron la longitud de la espiga (LE), y los mm de raquis entre espiguillas
(CN), reduciendo el peso seco de la espiga en antesis (PSE) y el chaff a madurez (CH).
En base a estas conclusiones, la hipotesis (v) “El QTL mas promisorio que produce un
incremento del CFEa y/o CFE y/o CFEm aumenta la fertilidad de las espiguillas
(siguiendo el procedimiento planteado en la hipétesis i), reduce el peso seco de la espiga
en antesis e incrementa el rendimiento por espiga a pesar de disminuir el peso de los

granos” tampoco es rechazada.
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CAPITULO IV: Deteccion de QTL para caracteres estrucutrales y numéricos de la

fertilidad de espiga®

®Los principales resultados de este capitulo se encuentran publicados en Pretini N, Vanzetti LS, Terrile
11, Donaire G, Gonzélez FG. 2020a. Mapping QTL for spike fertility and related traits in two doubled haploid wheat
(Triticum aestivum L.) populations. BMC Plant Biology, 21, 353, doi.org/10.1186/s12870-021-03061-y.
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4.1. Introduccion

Como se comentd en Capitulos previos, el mejoramiento del rendimiento
potencial de trigo se ha basado en la seleccion empirica del rendimiento per se debido a
la complejidad del caracter y la falta de conocimiento y herramientas Utiles con
aplicabilidad real en los programas de mejoramiento (Snape y Moore 2007). Esta
selecciéon generalmente resulté en mas granos por espiga (NG) y, por lo tanto, mayor
cantidad de granos por unidad de area (no se observé una tendencia consistente en espigas
por unidad de area) (Waddington et al. 1986; Perry y D’ Antuono 1989; Siddique et al.
1989a; Slafer y Andrade 1989; Slafer y Andrade 1993; Acreche et al. 2008; Del Pozo et
al. 2014; Lo Valvo et al. 2018). El peso del grano (PG) no mostré cambios con el
mejoramiento; a excepcion de algunos reportes recientes donde el rendimiento potencial
se asocid positivamente con su incremento (Sadras y Lawson 2011; Aisawi et al. 2015;
Yao et al. 2019). Abundante literatura siguiere que el proceso de seleccion podria ser mas
eficiente utilizando marcadores moleculares. La implementacion de marcadores
polimorficos de nucledtido simple (SNP, del inglés Single-Nucleotide Polymorphism) en
los planes de mejoramiento ha aumentado el ritmo y la precision del analisis genético en
plantas, lo que a su vez facilitd la implementacion de la mejora molecular de cultivos
(Mammadov et al. 2012). Los marcadores SNP se utilizan cada vez mas para estudios de
mapeo de QTL ya que son las variaciones méas frecuentes en el genoma y proporcionan
una alta resolucién del mapa (Bhattramakki et al. 2002; Jones et al. 2007; Mammadov et
al. 2012). Por lo tanto, la identificacion, comprension e incorporacién de QTL
relacionados con el rendimiento y sus determinantes podria ser una herramienta de

seleccidn util para un programa de mejoramiento.
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Los enfoques mas comunes que buscan bases genéticas asociadas al rendimiento
potencial se basan en el analisis de los componentes numéricos NG y PG. El NGse
entiende como el resultado del total de espiguillas por espiga (NET) y los granos por
espiguilla, estando los primeros asociados a la longitud de la espiga (LE) y su
compactacion (CN). Se han reportado varios QTL para PG, NG y sus componentes
numéricos durante los Gltimos afios. Muchos estudios identificaron QTL estables para
estos caracteres distribuidos en todo el genoma de trigo (ver Cuadro Suplementario S5).
Sin embargo, considerando el genoma de referencia de trigo IWGSC Ref. Seq. V1.0
(Appels et al. 2018) se identificaron algunos QTL reportados por distintos autores, para
el mismo caracter y que se encuentran en la misma posicion (Cuadro 13). Por ejemplo, se
detectd un QTL para PG en 6 estudios en el cromosoma 7A (Li et al. 2015; Wang et al.
2017; Daba et al. 2018; Li et al. 2018; Ma et al. 2018; Guan et al. 2018) (Cuadro 13). Se
detectaron otros dos QTL importantes para LE en los cromosomas 2D y 5A (Borner et al.
2002; Wu et al. 2012; Xu et al. 2014; Zhai et al. 2016; Chen et al. 2017; Deng et al. 2017;
Li et al. 2018; Guo et al. 2018; Fan et al. 2019) (Cuadro 13). Ademas, se detectaron dos
QTL para NET en los cromosomas 5A 'y 7A en varios estudios (Jantasuriyarat et al. 2004;
Ding et al. 2011; Wang et al. 2011; Cui et al. 2012; Wu et al. 2012; Cui et al. 2012; Wu

etal. 2012; Xu et al. 2014; Zhai et al. 2016; Ma et al. 2018; Fan et al. 2019) (Cuadro 12).

Cuadro 13. QTL significativos detectados en diferentes estudios que comparten
intervalo de posiciones de acuerdo con la secuencia Chinese Spring RefSeq v1.0.

Caracter®  Cr.®  Posicion (Mb)  Bibliografia

1B 16,2-55,4 Zhai et al. 2017; Li et al. 2018
NG 3A 705.3-749 1 (;g;oet al. 2015; Guan et al. 2018; Pang et al.

3B 584,6-649,5 Guo et al. 2018; Pang et al. 2020
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Borner et al. 2002; Gao et al. 2015; Chen et al.

4A 603,3-685,0 2017; Guan et al. 2018; Pang et al. 2020
4B 16,8-98,7 Li et al. 2015; Li et al. 2018; Pang et al. 2020
7A.1 81,1-167,3 Zhai et al. 2017; Li et al. 2018
Li et al. 2015; Guo et al. 2017; Li et al. 2018;
A2 670.2-719.6 5 anetal. 2018
7B 716,6-740,0 Lietal. 2018; Liu et al. 2018
Guan et al. 2018; Sukumaran et al. 2018; Gerard
18 566.0-679.4 oy 2019; Pang et al. 2020
2A.1 7,5-28,3 Wang et al. 2009; Gerard et al. 2019
OAD 639.1-751.0 Guan et al. 2018; Ma et al. 2018; Sukumaran et
al. 2018
2D 206,4-382,2 Cuthbert et al. 2008; Wu et al. 2012; Yu et al.
2018
3A.1 29,6-58,5 Li et al. 2018; Sukumaran et al. 2018
3A.2 344,4-430,1 Xu et al. 2014; Wang et al. 2009
3A.3 732,4-761,5 Cuthbert et al. 2008; Zhai et al. 2017
Ding et al. 2011; Tang et al. 2011; Gao et al.
4A 607,9-6850  5015; Guan et al. 2018
4B.2 17,0-46,6 Li et al. 2018; Pang et al. 2020
4B.1 236,7 Chenetal. 2017; Wang et al. 2011
4D 12,8-62,5 Chenetal. 2017; Guan et al. 2018; Li et al. 2018
PG Cuthbert et al. 2008; Li et al. 2018; Sukumaran
5A.1 462,9-495,9 ot al. 2018
EAD 524.2-619.0 Wang et al. 2017; Li et al. 2018; Sukumaran et
al. 2018
EA 3 656.0-682,7 ;(git; et al. 2000; Borner et al. 2002; Chen et al.
5B.1 27,2-47,6 Zhai et al. 2017; Pang et al. 2020
5B.2 411,8-418,8 Zhai et al. 2016; Deng et al. 2017
6A.1 38,4-80,0 Zhai et al. 2017; Guan et al. 2018
6A.2 442,4-465,9 Zhai et al. 2017; Li et al. 2018
6B 20,8-67,9 Tang et al. 2011; Li et al. 2018
7A.1 85,7-116,0 Cuthbert et al. 2008; Tang et al. 2011
Li et al. 2015; Wang et al. 2017; Daba et al.
7A.2 664,3-719,6 2018; Li et al. 2018; Ma et al. 2018; Guan et al.
2018
7B 683,5-734,3 Gao et al. 2015; Li et al. 2018; Ma et al. 2018
1A 398,6-399,5 Chenetal. 2017; Zhou et al. 2017
NET 2A 14,3-37,2 Ding et al. 2011; Gerard et al. 2019
D1 106-38,3 Ma et al. 2014; Ma et al. 2018; Gerard et al.

2019
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2D.2 398,6-416,8 Zhou et al. 2017; Gerard et al. 2019
2D.3 628,9-794,9 Zhou et al. 2017; Gerard et al. 2019
AA 535,4-630.9 Jantasuriyarat et al. 2004; Chen et al. 2017; Ma
et al. 2018
Ding et al. 2011; Wang et al. 2011; Cui et al.
oA 6714-698.2 5015 Wy otal, 2012 ’
Jantasuriyarat et al. 2004; Ding et al. 2011; Xu
7A 626,1-692,3 et al. 2014; Zhai et al. 2016; Ma et al. 2018; Fan
etal. 2019
7B 622,3-718,9 Ma et al. 2018; Fan et al. 2019; Pang et al. 2020
7D 127,3-263,0 Ma et al. 2007; Yao et al. 2019
1B 302,0-406,3 Borner et al. 2002; Jantasuriyarat et al. 2004
2B 7,9-31,6 Cui et al. 2012; Zhai et al. 2016
Wu et al. 2012; Xu et al. 2014; Zhai et al. 2016;
2D 17,6-99,4 Chen et al. 2017; Deng et al. 2017; Li et al.
2018; Ma et al. 2018
3B.1 25,4-52,8 Cuietal. 2012; Li et al. 2018; Pang et al. 2020
3B.2 577,8-649,5 Guo et al. 2018; Pang et al. 2020
LE 4A.1 499,4-575,0  Guo et al. 2018; Li et al. 2018
AA2 603.3-688 1 2B(;)lrgerc er;[ef;l.efgcl)?é(\)/l/?ng etal. 2011; Gao et al.
4B 36,7-54,7 Li et al. 2018; Pang et al. 2020
A amoosus ot 02 2o d 20 Guo ol
6B 667,8-705,4 Deng et al. 2017; Li et al. 2018
7D 127,3-137,3 Ma et al. 2007; Yao et al. 2019
2D 14,4-23,0 Xu et al. 2014; Zhai et al. 2016
CN 3B 25,4-32,8 Cui et al. 2012; Pang et al. 2020
5A 478,6-541,2 Zhai et al. 2016; Fan et al. 2019
5B 261,8-406,9 Xu et al. 2014; Pang et al. 2020
1A 243,4-497,5 Zhou et al. 2017; Ma et al. 2018
1B 16,2-222,6 Zhai et al. 2016; Deng et al. 2017
NEF 2A 16,6-56,8 Gerard et al. 2019; Ma et al. 2018
2B 9,0-182,4 Deng et al. 2017; Ma et al. 2018
2D 19,6-88,6 Ma et al. 2018; Gerard et al. 2019
TA 632,6-675,3 Ma et al. 2018; Fan et al. 2019

aNG: numero de granos por espiga, PG: peso de grano, NET: namero de
espiguillas total por espiga, LE: longitud de espiga, CN: compactacion de la espiga, NEF:

namero de espiguillas fértiles por espiga.

bl_os QTL superpuestos en una regién de 50 Mb de acuerdo con la secuencia
Chinese Spring RefSeq v1.0 fueron considerados como iguales.
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Desde el enfoque de la fisiologia del cultivo, el NG depende de las flores que
alcanzan la etapa fértil en antesis (flores fértiles por espiga, FF) y de la proporcion de
ellas que cuajan granos (GST, granos por flores fértiles). Ambos dependen de la
disponibilidad de asimilados, el primero para la espiga en crecimiento y flores en
desarrollo durante los 20 dias previos a la antesis (Fischer 1975; Kirby 1988; Gonzalez
etal. 2011a), y el segundo durante los 10 dias posteriores a la misma (Fischer 1975, 1985).
Esto explicaria la gran importancia en la determinacion del NG y FF de: (i) el peso seco
de la espiga alcanzado en antesis (PSE) (Fischer y Stockman 1980; Siddique et al. 1989a;
Slafer y Andrade 1993; Fischer 1993); y (ii) la particién de materia seca dentro de la
espiga entre las flores/granos y las partes de la estructura de la espiga, es decir, la
fertilidad de espiga en antesis (CFEa, flores fértiles por g de PSE) (Pretini et al. 2020a) y
la fertilidad de espiga considerando granos (CFE, granos por g de PSE, o granos CFEm
por g de chaff en madurez) (Abbate et al. 1998; Bustos-Korts et al. 2013; Garcia et al.
2014; Elia et al. 2016; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al. 2018; Pretini et al. 2020a).
Recientemente se observd que, en los cultivares de élite modernos, el PSE es menos
importante para explicar la variacion de NG que la fertilidad de espiga (Abbate et al.
1998; Rivera-Amado et al. 2019; Bustos-Korts et al. 2013; Garcia et al. 2014; Deng et al.
2017; Lo Valvo et al. 2018; Terrile et al. 2017; Pretini et al. 2020a). Se considera que el
GST es alto en cultivares relativamente modernos (es decir, > 80% flores fértiles que
llegan a grano) (Elia et al. 2016; Gonzalez et al. 2003; Siddique et al. 1989a), pero
recientemente se mostro que puede ser menor, hasta de un 60% (Guo et al. 2017; Pretini
et al. 2020a, Capitulo I1). Entonces, la cantidad de asimilados distribuidos dentro de la

espiga en granos o chaff (CH) o sus estructuras (gluma, lema, pélea, aristas GLPA- y
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raquis R-) y el GST y el PSE son atributos importantes de estudio. S6lo unos pocos
trabajos previos buscaron las bases genéticas de estos rasgos (Guo et al. 2017; Li et al.
2018; Gerard et al. 2019; Basile et al. 2019; Pretini et al. 2020b) (Cuadro suplementario

S5).

En el Capitulo anterior, identificamos y validamos el nuevo QFEm.perg-3A para
CFEm en el cromosoma 3A, y el primer QTL conocido para CFEa y CFE, QFFE.perg-
5A, ubicado en el cromosoma 5A. Este Gltimo QTL también se detectd cuando se midid
el CFEm, coincidiendo con Basile et al. (2019), que detectaron dos regiones dentro de
este QTL asociadas a CFEm. A pesar de que estudiamos el efecto pleiotropico de
QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A sobre los rasgos asociados a la fertilidad de espiga
mencionados anteriormente, no buscamos nuevos QTL importantes y estables para esos

rasgos en si mismos.

El presente Capitulo busca cumplir con los objetivos especificos (v) vy
(vi) mediante la identificacion de QTL estables y mayores para los componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga y la determinacion de las relaciones
epistaticas entre ellos y con los QTL para fertilidad de espiga QFEm.perg-3A vy
QFFE.perg-5A reportados previamente. Para ello se utilizaron ambas poblaciones

haploides duplicadas, BP11xB2002 y B19xB2002.

4.2. Materiales y Métodos

Para el desarrollo del presente Capitulo se utilizaron ambas poblaciones haploides

duplicadas descritas en el Capitulo Il (BP11xB2002 y B19xB2002), y los datos
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fenotipicos medidos y reportados en dicho capitulo para los caracteres: LE, NET, CN,

FF, NEF, FFET, FFEF, R, GLPA, CH, NG, PG (ver cuadro 14).

Como describimos en el capitulo previo (Capitulo 111) ambas poblaciones fueron
genotipadas con un chip iSelect 90K SNP (Wang et al. 2014). El criterio de analisis de
los QTL detectados para todos los caracteres analizados de ambas poblaciones en el
presente Capitulo fue el mismo que el utilizado para la deteccién de QTL para coeficiente

de fertilidad de espiga en el capitulo previo.

Con el fin de analizar las posibles interacciones epistaticas entre dos QTL para un
mismo caracter que estuvieran presentes en la misma poblacion, se realiz6 un ANOVA

factorial considerando los marcadores pico como variables del modelo.

Para crear los graficos de los mapas de ligamiento se utilizé el software Mapchart
2.32 (Voorrips 2002) en base a la informacidn de los mapas obtenida en el Capitulo I11.
Estos graficos se componen de una secuencia de barras verticales que representan los
cromosomas Y junto a las barras se indican los intervalos QTL (£ 1 LOD). Se delinearon

regiones hot-spot considerando la presencia de dos o mas QTL en cada region.

4.3. Resultados

4.3.1. Mapeo de QTL

Se identificaron un total de 305 QTL en 5 ambientes y el BLUE distribuidos en
los 21 cromosomas (Cuadro Suplementario S6). Sin embargo, sélo 28 QTL fueron
estables y mayores. Estables por encontrarse presentes en al menos 3 ambientes
individuales (considerando el analisis de BLUE como un ambiente) con un LOD > 2,5

considerando una o ambas poblaciones, pero con el aporte del mismo germoplasma
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(Baguette 0 B2002), y mayores por poseer un R2> 10% en al menos un ambiente (Cuadro
14). Los QTL estables y mayores se distribuyeron en los cromosomas 1A, 2A, 2B, 2D,

3A, 3B, 5A, 5B, 6A, 6B, 7A'y 7B (Cuadro 14).

Para LE se detectaron 19 QTL (Cuadro Suplementario S6), sin embargo, sélo tres
de ellos, localizados en los cromosomas 2B (QSL.perg-2B), 5A (QSL.perg-5A) y 7A
(QSL.perg-7A), se consideraron mayores y estables. Tanto QSL.perg-2B como QSL.perg-
7A se detectaron en BP11xB2002 mientras que QSL.perg-5A estuvo presente en
B19xB2002 (Cuadro 14). El alelo que aport6 una mayor LE siempre provino de B2002
con un efecto aditivo que vari6 de 3,1 a 3,8 mm para QSL.perg-2B, de 2,0 a 4,0 mm para
QSL.perg-5A y de 2,2 a 4,3 mm para QSL.perg-7A (Cuadro 14). Se detecto interaccion
epistatica significativa entre QSL.perg-2B y QSL.perg-7A (p = 0,042). La presencia del
alelo de BP11 en QSL.perg-7A produjo una reduccion mayor de LE cuando estuvo
acompafiado por la presencia del alelo del mismo padre (BP11) para QSL.perg-2B (Figura

12).
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Figura 12. Gréficos de interaccion bidireccional para LE entre QSL.perg-2B y
QSL.perg-7A. Un asterisco indica un efecto simple significativo (p < 0,05) de cada QTL
en presencia de cada alelo del otro gen, mediante la prueba de Fisher.



Cuadro 14. QTL estables y mayores identificados para caracteres relacionados con la fertilidad de espiga en ambas poblaciones.
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Car.? QTL Pobl. P Amb.© Marcador pico GerI?gtsiIcCallo(rc]M) ﬁ;(;;'i'l\(jlré) LOD AdY R?(%)
B wsnp_Ex_rep c¢70228 69172301 77,6 389,5 4,8 -3,2 16

QSL.perg-2B  BP11xB2002  EL RAC875 27297 2153 78,6 385,2 362  -38 12

E2 RAC875 27297 2153 78,6 385,2 512 31 17

E5 BS00022003_51 41,2 4448 284 2,0 8

E2 wsnp_Ex_c19647 28632894 44,2 470,0 368 2,4 12

LE QSL.perg-5A B19xB2002 E3 Kukri_rep_c72046 78 48,8 512,2 7,99 -4,0 24
B Kukri_rep_c72046_78 48,8 512,2 956  -34 28

E1 BS00022818 51 49,3 5242 45 -39 15

E3 Tdurum_contigl6244 105 36,1 68,9 657 3,7 17

B wsnp_Ku_c57198 60433631 42,2 78,4 399 2,7 12

QSL.perg-7A  BPLIXB2002 5> c10 Ra_rep c69620 67130107 45,1 85,6 202 22 9

EL  wsnp Ra rep c69620 67130107 46,1 85,6 341 -43 15

E3 Tdurum_contigl7626 210 60,5 571,5 5,02 -0,9 24

E2 Tdurum_contigl7626_210 65,5 5715 443 0,8 17

QTS.perg-2D  BPLIxB2002 —5 Tdurum_contigl7626 210 68,1 5715 832 08 21

E1 RAC875_c11093 174 82,4 590,1 1012 -1,0 25

NET E5 RAC875_c77648 367 3,4 12,2 599  -1,0 16
QTS.perg-3A  B19xB2002 B Excalibur_c62042 175 5,4 13,9 579  -0,7 17

El Kukri_rep_c75764 60 8,1 20,1 5,02 -0,8 21

B Ku_c68368_1724 138,1 701,6 382 05 8

QTSperg-7A  orixB2002 ——¢7 wsnp_Ku_c16022 24798741 1432 725,9 302 -05 6
B19xB2002  E3 IAAV6957 90,5 675,2 596  -0,6 20

BP11xB2002  E3 BS00091763 51 83,0 773,2 382 -013 14

E1 BobWhite_c17113_240 81,1 751,6 306 -013 11

CN - QCNperg-2A - 519482002 B Excalibur_c35919 107 83,7 754,5 507 -0,15 17
ES wsnp_Ex_c2137_4014287 86,6 755,9 4,88 -0,20 15
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BP11xB2002 E2 wsnp_Ex_c24215 33462239 57,1 526,6 9,44 -0,16 31

QCN.perg-5A B wsnp_Ex_c24215 33462239 57,1 526,6 9,46 -0,16 27
B19xB2002 E3 Kukri_rep_c72046_78 48,8 512,2 5,48 -0,13 20

BP11xB2002 E3 JD 10643 840 89,6 683,2 4,85 -3,8 15

QFF perg-28 E3 Tdurum_contig12879_1200 64,2 712,6 7,85 -3,8 31
B19xB2002 E2 Kukri_rep_c68903 301 65,1 730,2 7,15 -3,3 33

FF B Kukri_rep_c68903 301 65,7 730,2 8,67 -2,7 33
B Kukri_c51101 351 61,2 630,1 5,12 1,7 16

QFF.perg-7B B19xB2002 E3 Tdurum_contig47633_304 65,2 659,7 3,00 2,1 10

El Tdurum_contig4658 106 71,7 680,2 4,56 3,6 17

BP11xB2002 E3 BS00064318 51 86,8 686,0 8,01 -0,8 20

QFS.perg-2B E3 Tdurum_contig12879 1200 64,2 712,6 3,28 -0,4 11
B19xB2002 E2 RAC875 ¢81984 707 64,6 719,8 4,57 -0,5 17

B RAC875 ¢81984 707 64,6 719,8 4,64 -0,4 16

NEE E3 Excal_ibur_c62042_175 5,4 13,9 3,28 -0,4 12
QFS.perg-3A B19xB2002 E2 Kukri_rep_c75764_60 8,1 20,1 2,83 -0,4 10

El BS00049032_51 10,6 25,9 5,37 -0,8 23

E2 RFL_Contig5461 683 48,7 580,4 8,67 -0,9 32

QFS.perg-5B BP11xB2002 B RFL_Contigh461 683 48,7 580,4 4,36 -0,5 11
B19xB2002 E2 Vrn-B1l: Excalibur_c5329 1335 65,3 580,7 4,17 -0,5 14

BP11xB2002 E3 wsnp_Ex_c24215 33462239 57,1 526,6 3,25 0,11 10

QFFTS.perg- E3 wsnp_CAP11 c1740 947838 51,3 536,7 4,17 0,10 17

5A B19xB2002 El RAC875_rep_c107228 92 70,5 567,7 3,12 0,13 14

FEET B RAC875 _rep c107228 92 70,5 567,7 3,24 0,09 13
E2 wsnp_Ku ¢c35090 44349517 9,3 34,3 5,68 0,09 18

QFFTS.perg- El Kukri_rep c71114 838 12,9 70,3 3,93 0,14 13

5B P BP11xB2002 B Kukri_rep c71114 838 12,9 70,3 8,53 0,15 30

E3 Ex _c68034 498 15,0 21,5 6,06 0,16 21

FFFS.perg- B BS00063208 51 61,7 637,6 5,69 0,09 19

FREF 7QB P B1oxea002 —3 Kukri_c100592_82 62,7 648,1 441 010 16




E1 RAC875_c60191 114 717 697,1 506 0,15 22

5p11yB2000 — EL wsnp_CAP8_c1580_908907 19,6 333 851 0008 27

QR.perg-2A B wsnp_CAP8_¢1580 908907 19,6 33,3 5,91 0,004 15

B19xB2002  E5 Kukri_c17467 2711 0,0 4,7 254 0,003 5

E2 Jagger c522 55 66,2 730,2 521 0004 16

E3 Kukri_rep_c94476 152 77,7 7457 312 0010 23

R QRperg38  BPLLxB2002 —¢, CAP12 2348 133 86,1 732,4 462 0004 16

B Excalibur_c18410 136 89,3 752,1 765 0005 21

E3 Tdurum_contigl00733_89 33,7 22,0 491 0008 19

OR perg-GA BP1IxB2002 — 5 RFL_Contig2954_548 69,5 23,9 419 0003 7

102002 EL BobWhite_c3714_659 47,0 8,0 266 0006 11

B BS00083630_51 52,8 5,6 702 0006 27

QGLPA perg. B wsnp_Ex_c4310_7770452 144.4 4643 10,85 -0,027 33

o B19xB2002  EL RAC875 53185 802 148,4 480,5 584 0030 21

E4 RAC875_c53185_802 148,4 480,5 570 0033 22

QGLPAperg- B Excalibur_c46600_919 44,9 648,0 254 0011 6

o B19xB2002  EL Kukri_c18420_705 51,2 663,2 313 0019 9

GLPA & RAGHS ooores 635 503 77 51 ooe 13
c . , , ,

SE?LPA'perg' BP1IxB2002 —p3 BS00037023_51 723 654,5 315 0041 15

B19xB2002  E5 Tdurum_contig13773 321 69,4 595,7 651 0036 24

B Kukri_c64330_58 333 62,9 302 0013 7

7QAGLPA'per9' BPL1xB2002 —p5 Tdurum,_contigg2510_556 375 76.9 295 0,033 10

B19xB2002  EL IACX17522 34,8 57,9 373 0025 11

B wsnp_Ex_c4310 7770452 144.2 464,3 955 0029 29

QCH.perg-1A  B19xB2002  E4 RAC875 c53185 802 148,4 480,5 521 0037 21

- E1 BS00023126 51 157,4 480,6 515 0036 22

BP1LE2002 — EL wsnp_Ra_c4126_7552133 84,0 409,3 598 0035 25

QCH.perg-2B E3 Kukri_rep_c91092 553 84,8 4423 3,83 -0,048 14

B19xB2002 E3 wsnp_Ex_rep_c104478 89183627 57,1 447,8 2,82 -0,035 10
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E2 BS00083507 51 42,2 461,5 4,56 1,8 15

NG QGN.perg-5A B19xB2002 E5 BS00083507 51 42,2 461,5 3,89 2,3 15
B Ex_¢19057 965 447 473,6 5,00 1,8 18

E3 Tdurum_contig67291 367 78,1 573,8 5,59 3,0 20

QGW.perg-5A BP11xB2002 B Tdurum_contig67291_367 78,1 573,8 3,12 1,2 8

e B19xB2002 E3 BS00032146 51 79,8 615,2 3,36 1,5 13
E4 Kukri_rep ¢117390 70 43,4 127,6 7,13 -1,7 22

QGW.perg-6B B19xB2002 E2 Kukri_c38398 164 45,5 135,1 5,15 -1,6 14

B Kukri_c38398 164 45,5 135,1 5,73 -1,8 18

aCaracter, LE: longitud de espiga (mm), NET: nimero de espiguillas totales (n° espiga™), CN: compactacion de espiga (mm espiguilla
), FF: flores fértiles por espiga (n° espigat), NEF: nimero de espiguillas fértiles por espiga (n° espiga), FFET: flores fértiles por espiguillas
totales (n° espiguillat), FFEF: flores fértiles por espiguilla fértil (n° espiguillat), R: raquis (g espiga'), GLPA: gluma+lema+palea+arista (g
espigat), CH: chaff (peso seco de espiga en madurez sin granos, g espiga), NG: nimero de granos (n° espiga™), PG: peso de granos (mg).

bPoblacion, BP11xB2002: poblacion Baguette Premium 11 x BioINTA 2002; B19xB2002: poblacién Baguette 19 x BiolNTA 2002.
¢Ambientes, E1: Pergamino 2012, E2: Pergamino 2013, E3: Pergamino 2015, E4: Marcos Juérez 2015, E5: Pergamino 2016, B: BLUE.

bEfecto aditivo: contribucion de los alelos de los padres. El valor positivo del efecto aditivo indica que el alelo Baguette aumenta el
caracter correspondiente. El valor negativo del efecto aditivo indica que el alelo BioINTA2002 aumenta el caracter correspondiente.



101

Para el NET se identificaron 24 QTL (Cuadro Suplementario S6), pero sélo tres
de ellos, en los cromosomas 2D (QTS.perg-2D), 3A (QTS.perg-3A) y 7A (QTS.perg-7A),
se consideraron mayores Yy estables. QTS.perg-2D se detectd en la poblacion
BP11xB2002 mientras que QTS.perg-3A se detectd en la poblacion B19xB2002 (Cuadro
14). Por otro lado, QTS.perg-7A se detect6 en dos ambientes en la poblacion BP11xB2002
(E1y B)yenunambiente en la poblacion B19xB2002 (E3, Cuadro 14). El alelo creciente
para todo los QTL fue siempre aportado por B2002 con un efecto aditivo que varié de 0,8
al1,0,de0,7a1,0yde0,5a0,6 espiguillas totales espiga* para QTS.perg-2D, QTS.perg-

3Ay QTS.perg-7A, respectivamente (Cuadro 14).

Para la CN, de los 22 QTL detectados solo dos, localizados en los cromosomas
2A (QCN.perg-2A) y 5A (QCN.perg-5A), se consideraron mayores y estables (Cuadro
Suplementario S6, Cuadro 14). Ambos QTL se identificaron en ambas poblaciones.
QCN.perg-2A se detectd en un ambiente en BP11xB2002 (E3) y en tres ambientes en
B19xB2002 (E1, E5 y B). Mientras que QCN.perg-5A se detectd en dos ambientes en
BP11xB2002 (E2 y B) y en un ambiente en B19xB2002 (E3, Cuadro 14). El alelo
creciente de ambos QTL fue aportado por B2002 y tuvo un efecto aditivo que vario de

0,13 2 0,20 mm espiguilla? (Cuadro 14).

A pesar de que se identificaron 18 QTL para FF (Cuadro Suplementario S6), s6lo
dos en los cromosomas 2B (QFF.perg-2B) y 7B (QFF.perg-7B) se consideraron mayores
y estables (Cuadro 14). QFF.perg-2B se detectd en un ambiente en la poblacién
BP11xB2002 (E3) y en tres ambientes en la poblacion B19xB2002 (E2, E3 y B, Cuadro
14), mientras que el QFF.perg-7B se detectd en tres ambientes en la poblacién
B19xB2002 (Cuadro 14). El alelo creciente de QFF.perg-2B fue aportado por B2002 y

tuvo un efecto aditivo significativo que varioé de 2,7 a 3,8 flores fértiles espiga™* (Cuadro



102

14). Por otro lado, el alelo creciente de QFF.perg-7B fue aportado por B19 y tuvo un
efecto aditivo significativo que vari6 de 1,7 a 3,6 flores fértiles espiga* (Cuadro 14). No
se detectd interaccion epistatica significativa entre QFF.perg-2B y QFF.perg-7B (p =

0,3416).

Tres QTL para NEF en los cromosomas 2B (QFS.perg-2B), 3A (QFS.perg-3A) y
5B (QFS.perg-5B) se consideraron mayores y estables, de los 23 QTL identificados en el
analisis de QTL (Cuadro Suplementario S6). QFS.perg-2B se detectd en un ambiente en
la poblacion BP11xB2002 (E3) y en tres ambientes en la poblacién B19xB2002 (E2, E3
y B, Cuadro 14). QFS.perg-3A se detecto en tres ambientes en la poblacion B19xB2002
(E1, E2 y E3, Cuadro 14). Finalmente, QFS.perg-5B fue detectado en dos ambientes en
la poblacion BP11xB2002 (E2 y B) y en un ambiente en la poblacion B19xB2002 (E2,
Cuadro 14). El alelo creciente siempre fue provisto por B2002 con un efecto aditivo que
vari6 de 0,4 a 0,9 espiguillas fértiles espiga™® (Cuadro 14). No se detectd interaccion

epistatica significativa entre QFS.perg-2B y QFS.perg-3A (p = 0,2133).

De los 21 QTL identificados para FFET (Cuadro Suplementario S6), dos QTL en
los cromosomas 5A (QFFTS.perg-5A) y 5B (QFFTS.perg-5B) se consideraron mayores
y estables. QFFTS.perg-5A se detectd en un ambiente en la poblacion BP11xB2002 (E3)
y en tres ambientes en la poblacion B19xB2002 (E1, E3 y B) mientras que QFFTS.perg-
5B se detect6 en cuatro ambientes en la poblacion BP11xB2002 (E1, E2, E3 y B, Cuadro
14). Para ambos QTL, el alelo creciente fue aportado por los padres Baguette con un
efecto aditivo que varié de 0,09 a 0,13 y de 0,9 a 0,16 flores fértiles espiguilla total* para

QFFTS.perg-5A y QFFTS.perg-5B, respectivamente (Cuadro 14).

Solo un QTL para FFEF en el cromosoma 7B (QFFFS.perg-7B) fue mayor y

estable, de los 22 QTL identificados (Cuadro Suplementario S6). Se detectd en la
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poblacion B19xB2002, en dos ambientes (E1 y E3) y en el BLUE (Cuadro 14). El alelo
creciente fue aportado por B19 con un efecto aditivo que vario de 0,09 a 0,15 flores

fértiles espiguilla fértil* (Cuadro 14).

Tres de los 31 QTL identificados para R en los cromosomas 2A (QR.perg-2A),
3B (QR.perg-3B) y 6A (QR.perg-6A) fueron mayores y estables (Cuadro Suplementario
S6). QR.perg-3B solo se detectd en la poblacion BP11xB2002 mientras que QR.perg-2A
y QR.perg-6A se identificaron en ambas poblaciones. QR.perg-2A estuvo presente en dos
ambientes en la poblacion BP11xB2002 (E1 y B) y en un ambiente en la poblacion
B19xB2002 (E5), mientras que el QR.perg-6A se detectd en dos ambientes para cada
poblacion HD (Cuadro 14). Los padres Baguette contribuyeron el alelo creciente de
QR.perg-2A 'y QR.perg-3B con un efecto aditivo que vario de 0,004 a 0,008 y de 0,004 a
0,010 g espiga?, respectivamente. En contraste, el alelo creciente de QR.perg-6A fue
provisto por B2002 con un efecto aditivo que varié de 0,003 a 0,008 g espiga* (Cuadro

14).

A pesar de que se detectaron 23 QTL para GLPA (Cuadro Suplementario S6),
s6lo cuatro de ellos, en los cromosomas 1A (QGLPA.perg-1A), 3A (QGLPA.perg-3A),
5B (QGPLA.perg-5B) y 7A (QGLPA.perg-7A) fueron mayores y estables. Los QTL
QGLPA.perg-1A y QGLPA.perg-3A se identificaron en la poblacion BP19xB2002,
mientras que QGPLA.perg-5B y QGLPA.perg-7A se detectaron en ambas poblaciones.
Los QTL QGPLA.perg-5B y QGLPA.perg-7A se encontraron presentes en dos ambientes
en la poblacion BP11xB2002 y en un ambiente en la poblacion B19xB2002 (Cuadro 14).
El alelo creciente para QGLPA.perg-1A, QGLPA.perg-3A y QGLPA.perg-7A fue
aportado por B2002, con un efecto aditivo que varié de 0,027 a 0,033, de 0,011 a 0,024

y de 0,013 a 0,033 g espiga™, respectivamente (Cuadro 14). Por otro lado, el alelo
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creciente para QGLPA.perg-5B fue aportado por los padres Baguette con un efecto
aditivo que vari6 de 0,018 a 0,041 g espiga™* (Cuadro 14). Se detecté interaccion epistatica
significativa entre QGLPA.perg-1A y QGLPA.perg-3A (p = 0,021). Cuando se encontro
presente el alelo de B19 en QGLPA.perg-1A, se redujo notablemente el peso de GLPA
ante presencia de cualquiera de los alelos (B19 y B2002) para QGLPA.perg-3A, pero el

efecto fue mayor en presencia del alelo B19 (Figura 13).
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Figura 13. Graficos de interaccion bidireccional para GLPA entre QGLPA.perg-
1A y QGLPA.perg-7A. Un asterisco indica un efecto simple significativo (p < 0,05) de
cada gen en presencia de cada alelo del otro gen, mediante la prueba de Fisher.

Aunqgue se identificaron 25 QTL para CH, sélo dos de ellos, en los cromosomas
1A (QCH.perg-1A) y 2B (QCH.perg-2B) fueron mayores y estables (Cuadro
Suplementario S6). EI QCH.perg-1A se detect6 en la poblacion B19xB2002 mientras que
QCH.perg-2B estuvo presente en dos ambientes en la poblacion BP11xB2002 (E1 y E3)
y en uno en la poblacion B19xB2002 (E3, Cuadro 14). En ambos casos, el alelo creciente
fue provisto por B2002, con un efecto aditivo que varié de 0,029 a 0,037 g espiga™* para

QCH.perg-1A 'y de 0,035 a 0,048 g espiga™* para QCH.perg-2B (Cuadro 14).



105

Para NG, s6lo un QTL en el cromosoma 5A (QGN.perg-5A) fue mayor y estable,
de los 18 QTL identificados (Cuadro Suplementario S6). EI QTL se detectd en la
poblacion B19xB2002, en dos ambientes (E2 y E5) y en el BLUE (Cuadro 14). El alelo
creciente fue provisto por B19 con un efecto aditivo que vario de 1,8 a 2,3 granos espiga

1 (Cuadro 14).

De los 21 QTL detectados en el analisis de PG s6lo dos, en los cromosomas 5A
(QGW.perg-5A) y 6B (QGW.perg-6B) fueron mayores y estables (Cuadro Suplementario
S6). QGW.perg-6B estuvo presente en la poblacion B19XB2002 mientras que
QGW.perg-5A se detectd en dos ambientes en la poblacion BP11xB2002 (E3y B) y en
un ambiente en la poblacion B19xB2002 (Cuadro 14). Para QGW.perg-5A, el alelo de los
padres de Baguette contribuy6 significativamente con un efecto aditivo que vario entre
1,2 y 3,0 mg (Cuadro 14). Por el contrario, para QGW.perg-6B, el alelo creciente fue

provisto por B2002, variando el efecto aditivo de 1,6 a 1,8 mg (Cuadro 14).

No se detect6 ningin QTL mayor y estable para PSE y GST a pesar de los 24 y

14 QTL identificados respectivamente en el anélisis (Cuadro Suplementario S6).

4.3.2. Regiones de QTL estables y mayores para fertilidad de espiga y caracteres

relacionados

Se identificaron ocho regiones genomicas, distribuidas en siete cromosomas
(R1A, R2B, R3A, R5A.1, R5A.2, R5B, R7A y R7B), que contienen 17 de los 28 QTL
estables y mayores detectados para los diferentes caracteres (Figura 14, Cuadro
Suplementario S7 y S8). Los QTL ubicados en estas regiones compartieron un intervalo

de confianza de + 50 Mb desde el marcador SNP con el valor de LOD més alto segln su
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posicién fisica, lo que indica un potencial efecto pleiotropico sobre los rasgos
correspondientes (Figura 14). Los alelos crecientes para R1A, R2B, R3A y R7A siempre
fueron aportados por el padre B2002. El QTL pico de laregion R1A se ubico entre 464,3-
480,6 Mb (+ 1 LOD) y contuvo los QTL QCH.perg-1Ay QGLPA.perg-1A. EI QTL pico
de laregion R2B se ubico entre 544,8-741,9 Mb (£ 1 LOD) y contuvo los QTL QFF.perg-
2By QFS.perg-2B. ElI QTL pico de la regién R3A se ubicé entre 1,9-32,1 Mb (£ 1 LOD)
y contuvo los QTL QTS.perg-3Ay QFS.perg-3A. EI QTL pico de la region R7A se ubico
entre 36,9-120,2 Mb (£ 1 LOD) y contuvo los QTL QSL.perg-7A y QGLPA.perg-7A
(Figura 14). Por otro lado, los padres Baguette contribuyeron con los alelos crecientes
para las regiones R5A.2 y R7B. El QTL pico de la region R5A.2 estuvo ubicado entre
470,0-637,5 Mb (= 1 LOD) y contuvo los QTL QFFTS.perg-5A y QGW.perg-5A vy el
QTL pico de laregién R7B se ubicd entre 605,4-709,3 Mb (£ 1 LOD) y contuvo los QTL
QFF.perg-7B y QFFFS.perg-7B (Figura 14). El alelo creciente de cada QTL, localizado
en la region R5A.1, fue contribuido por diferente padre dependiendo del caracter (Figura
14). EI QTL pico de laregion R5A.1 se ubico entre 389,7-540,6 Mb (£ 1 LOD) y contuvo
los QTL QSL.perg-5A, QCN.perg-5A y QGN.perg-5A. El alelo creciente para los QTL
QSL.perg-5A y QCN.perg-5A fue provisto por el padre B2002, mientras que el alelo
creciente de QGN.perg-5A fue provisto por el padre B19. Finalmente, el QTL pico de la
region R5B se ubicd entre 562,0-671,3 Mb (+ 1 LOD) y contuvo los QTL QFS.perg-5B

y QGLPA.perg-5B. En ambos casos, el alelo creciente fue aportado por el padre B2002.
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Figura 14. Regiones genomicas representadas en cromosomas con los
marcadores y su posicion de referencia.

*Las distancias fisicas correspondientes (Mb) de las regiones QTL se obtuvieron
con los marcadores SNP flanqueantes (£ 1 LOD) del QTL mayor y estable mas distante
de cada extremo en base a la ubicacion de mapa de referencia Chinese Spring RefSeq
v1.0.

**L_a"a" indica que el alelo BP11 o0 B19 aumenta el caracter correspondiente y la
"b" indica que esto lo hace el alelo B2002. Las letras rojas son para la poblacién
BP11xB2002 vy las letras azules son para la poblacion B19xB2002.

*** |_as lineas continuas y de puntos indican los marcadores para cada hot-spot.

****En NG BLUE, el - 1 LOD SNP (Tabla S9) estaba ubicado en un espacio de
mapa sin marcadores, el mas cercano se encuentra a 341,3 cM de distancia, por lo que se
descartd este ambiente para determinar el intervalo del R5A.1.
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4.4. Discusion

La mayor parte del progreso en el mejoramiento del rendimiento potencial del
trigo se ha logrado mediante la seleccion del rendimiento per se, debido a la falta de
caracteres secundarios fiables e informacion molecular disponible para ser utilizada en la
seleccion asistida por marcadores (MAS) (Snape y Moore 2007). La mejora del
rendimiento potencial fue, en la mayoria de los casos, consecuencia del aumento del NG
(Waddington et al. 1986; Perry y D’Antuono 1989; Siddique et al. 1989a; Slafer y
Andrade 1989; Slafer y Andrade1993; Acreche et al. 2008; Del Pozo et al. 2014; Lo Valvo
et al. 2018), aunque recientemente se han reportado efectos del PG (Sadras y Lawson
2011; Aisawi et al. 2015; Yao et al. 2019). En el presente trabajo identificamos un QTL
mayor y estable para NG en el cromosoma 5A (QGN.perg-5A) en la misma posicion que
la informada por Guan et al. (2018). Sin embargo, en el Capitulo anterior reportamos que
esta posicion controla principalmente el coeficiente de fertilidad de espiga en antesis
(CFEa, flores fértiles gPSE™?) cuando identificamos y validamos el QFFE.perg-5A
(Pretini et al. 2020b). Entonces, como el NG es el resultado del CFEa'y GST junto con el
PSE (Fischer, 1984, 2011), el QFFE.perg-5A se pudo detectar como un QTL asociado a
NG, destacando la relevancia del CFEay el QTL que validamos para definir el NG. Este
resultado ejemplifica la importancia de diseccionar los rasgos en componentes mas

simples y heredables porque permite una mejor busqueda futura de un gen candidato.

En relacion con el PG, detectamos dos QTL, uno en el cromosoma 5A y otro en
el cromosoma 6B (Cuadro 13). El primero ya habia sido reportado (Wang et al. 2017; Li
et al. 2018; Sukumaran et al. 2018), pero el segundo, QGW.perg-6B es novedoso. Este

QTL se encuentra a 157,7 Mb del gen homedlogo de GW2 en el genoma B (GW2-B1),
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asociado al tamafio de grano (Su et al. 2011), lo que sugiere que no seria un gen candidato

para explicar las variaciones fenotipicas observadas.

El NG es un caracter complejo ya que es el resultado de muchos caracteres
numéricos Y fisioldgicos relacionados con la fertilidad de espiga. En el presente estudio
se detectaron 25 QTL mayores y estables para fertilidad de espiga y caracteres
relacionados (sin considerar el de NG y los dos de PG ya mencionados en el parrafo
anterior). Sélo hubo dos caracteres, PSE y GST, para los cuales no se detectaron QTL
estables y mayores, esto concuerda con su baja heredabilidad observada en sentido
estricto (ver Cuadro 3 en Capitulo Il) y destaca el alto impacto del ambiente en esos
caracteres. Considerando los tres QTL detectados para LE, QSL.perg-2B se encuentra
localizado a 13,4 Mb del ya descrito por Cui et al. (2012) (Cuadro Suplementario S4), y
QSL.perg-5A se ubica en la misma region que un QTL reportado previamente (Li et al.
2018; Borner et al. 2002; Guo et al. 2018; Fan et al. 2019; Zhai et al. 2016) (Cuadro 13).
Por el contrario, no se han detectado regiones equivalentes en estudios previos para
QSL.perg-7A. Con respecto a los tres QTL identificados para NET, QTS.perg-2D se
superpone parcialmente con uno informado previamente por Zhou et al. (2017) (Cuadro
Suplementario S4). Mientras tanto, QTS.perg-7A esta en la misma region que un QTL
identificado previamente (Cui et al. 2012; Ding et al. 2011; Fan et al. 2019; Jantasuriyarat
et al. 2004; Ma et al. 2018; Xu et al. 2014; Zhai et al. 2016) (Cuadro 13), y co-localiza
con el gen WAPO-AL1 (674,1 Mb) descrito recientemente, el cual modifica el nimero total
de espiguillas por espiga (Kuzay et al. 2019). Finalmente QTS.perg-3A, detectado en
nuestro trabajo, no ha sido descrito previamente. En relacion con CN, QCN.perg-5A esta
en la misma regién que un QTL detectado previamente (Zhai et al. 2016; Fan et al. 2019),

pero QCN.perg-2A es nuevo.
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Los dos QTL detectados para FF son novedosos. QFF.perg-2B estd ubicado
aproximadamente a 539 Mb del QTL para FF detectado por Guo et al. (2017), descartando
que sea la misma regién, mientras que para QFF.perg-7B, no se han reportado regiones
equivalentes previamente. Para el NEF, s6lo se detectd QFS.perg-2B distanciado a 540
Mb de otro QTL detectado previamente (Deng et al. 2017; Ma et al. 2018) (Cuadro 13).
Los dos QTL restantes, QFS.perg-3Ay QFS.perg-5B, no comparten regiones con trabajos

anteriores.

Para el resto de los caracteres analizados en este estudio (FFET, FFEF, R, GLPA
y CH), no hay reportes previos disponibles segun nuestro conocimiento (Cuadro
Suplementario S4). Por lo tanto, consideramos los QTL para FFET (QFFTS.perg-5A 'y
QFFTS.perg-5B), FFEF (QFFFS.perg-7B), R (QR.perg-2A, QR.perg-3B y QR.perg-6A),
GLPA (QGLPA.perg-1A, QGLPA.perg-3A, QGLPA.perg-5B y QGLPA.perg-7A) y CH
(QCH.perg-1A y QCH.perg-2B) como nuevos. No se detectaron QTL en el cromosoma
2A para FFET o FFEF, en el cual se identificé el gen GNI-A1 (Sakuma et al. 2019),
conocido por aumentar el nimero de granos a través de un mayor namero de flores fértiles

espiguilla,

Como muchos de los caracteres de fertilidad de espiga detectados en este estudio
tenian posiciones similares, identificamos ocho regiones gendmicas que comparten 17
QTL principales y estables para diferentes caracteres (R1A, R2B, R3A, R5A.1, R5A.2,
R5B, R7A y R7B). Solo en dos de estas regiones (R5A.1 y R5A.2) se han descrito
previamente otros QTL para el mismo caracter. Las seis regiones restantes se
identificaron por primera vez como puntos calientes importantes (hot-spots) para los
caracteres relacionados con fertilidad de espiga (Figura 14). Curiosamente, la region

R5A.1, que contiene QTL para LE, CN y NG, esté cerca del QFFE.perg-5A identificado
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y validado para el coeficiente de fertilidad de espiga en antesis en el Capitulo anterior
(Pretini et al. 2020Db). El alelo del padre B2002 aumenta la LE y CN mientras que el alelo
del padre B19 aumenta el NG a través del QFFE.perg-5A. Estos resultados concuerdan

con el desempefio de las lineas parentales descritas en el Capitulo Il (Cuadro 7).

La regién R5A.2, que incluye QFFTS.perg-5A y QGW.perg-5A, coincide con la
ubicacion del gen de respuesta a vernalizacion Vrn-Al; mientras que la regién R5B, que
incluye QFS.perg-5B y QGLPA.perg-5B, coincide con la ubicacion del otro gen de
respuesta a vernalizacion Vrn-B1. Las tres lineas parentales de las dos poblaciones HD
utilizadas en el presente estudio son trigos primaverales (Vrn-Alb / vrn-B1 / vrn-D1 para
B19 y BP11 y vrn-Al / Vrn-B1 / vrn-D1 para B2002); y mayormente insensibles al
fotoperiodo (alelo Ppd-D1a). Esto concuerda con las fechas de antesis muy cercanas de
las lineas dentro de cada poblacion descritas en el Capitulo 1l (Pretini et al. 2020b),
excepto para la siembra de verano (E5) de la poblacion B19xB2002, en la que el rango
fue mayor (Cuadro 1, Capitulo I1). Para probar el efecto de los dos genes, se realizd un
ANOVA usando los marcadores funcionales para Vrn-Al y Vrn-B1 como fuente de
variacion para el tiempo hasta la antesis y se detectaron pequefias diferencias entre las
fechas de antesis para ambas poblaciones. En BP11xB2002, sélo una diferencia de cinco
a siete dias en el tiempo hasta la antesis se asocid con la constitucion alélica de Vrn-Al o
Vrn-B1, respectivamente (Cuadro Suplementario S9). De manera similar, para
B19xB2002, se detectd una diferencia de tres dias en la fecha de antesis dependiendo de
la constitucion alélica de ambos genes (Cuadro Suplementario S9). No se observd
interaccion epistatica entre Vrn-Al y Vrn-B1 en BP11xB2002, mientras que si se observd
una diferencia de hasta 7 dias en la antesis, dependiendo de la constitucion alélica de la

poblacion B19xB2002. Basado no sélo en esos resultados, sino también en el hecho de
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que la mayoria de los QTL incluidos en las regiones R5A.2 y R5B no se expresaron en la
siembra de verano del ambiente E5 (excepto para QGLPA.perg-5B en B19xB2002), no
se considera que estos QTL sean consecuencia de un efecto fenoldgico importante. Por
el contrario, podria estar indicando que la variacion alélica de Vrn-Al y Vrn-Bl en la
poblacion podria tener un efecto pleiotropico sobre los caracteres de espiga ubicados en
esas regiones, con poco impacto en la fenologia en las condiciones bajo las cuales se

realizaron los ensayos.

Como vimos en el Capitulo 111, el coeficiente de fertilidad de espiga y los
caracteres asociados se encuentran correlacionados, positiva 0 negativamente,
dependiendo del caracter (Figura 5, Figura 6) (Hay y Kirby 1991). Ademas, generalmente
se observa una correlacion negativa entre NG y PG (Slafer y Andrade 1989; Sadras y
Lawson 2011; Griffiths et al. 2015), que también esté presente en nuestro conjunto de
datos. Por ello, exploramos los posibles efectos pleiotropicos de cada una de las ocho
regiones detectadas sobre los otros caracteres relacionados con la fertilidad de espiga, el
PGy el rendimiento final por espiga (RTO), siguiendo la Figura 15. Para ello, realizamos
un ANOVA para cada uno de los caracteres evaluados, utilizando en el modelo el
marcador pico de los QTL como efecto fijo y los ambientes como variables de clase
aleatorias. Cuatro regiones tuvieron un efecto significativo en NG (R2B, R3A, R5A.1ly
R5A.2), seis en PG (R1A, R2B, R5A.1, R5A.2, R7A.1, R7A.2 y R7B) (resultados no
mostrados), pero sélo dos en RTO (R5A.1, R5A.2). Para la regién R5A.1 (QSL.perg-5A,
QCN.perg-5Ay QGN.perg-5A) cuando el alelo de B19 esta presente, resulta en una espiga
maés corta (-6% LE) con bajo impacto en el NET (-2%), debido a una reduccion en la
distancia entre espiguillas (-5% CN), y similar NEF (ns). El FF aumenta un 4% debido a

un mayor CFEa (+10%), a pesar de una reduccion en el PSE (-3%), acompafiado de un
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incremento del 3% del FFEF. EI mayor FF junto con un GST mas alto (+8%) da como
resultado un incremento en el NG (+7%), lo que se traduce en un mayor rendimiento
(+3%) a pesar de una reduccion significativa en el PG (Figura 15). Como mencionamos
anteriormente, esta region incluye el QFFE.perg-5A identificado y validado para
coeficiente de fertilidad de espiga en antesis en el Capitulo anterior (Pretini et al. 2020b),
también dentro de la poblacién B19xB2002, el cual mostré efectos pleiotropicos similares
a los de la region R5A.1. La otra region que resultd en un incremento del RTO fue la
R5A.2, que contenia QGW.perg-5A y QFFTS.perg-5A. Cuando el alelo de B19 esta
presente, la LE no se ve afectada, pero la distancia entre espiguillas aumenta (+3% CN),
reduciendo el NET (-2%), sin modificar el FFET. En cambio, el FFEF y CFEa aumentan
un 3y 6%, respectivamente. Sin embargo, no se ve una mejora significativa en FF, ni en
GST ni en NG. La mejora de RTO de R5A.2 (+5%), cuando esta presente el alelo B19,
es consecuencia del aumento del PG (+6%) (Figura 15). Hasta donde sabemos, el efecto
pleiotrdpico de estas regiones no se habia informado previamente. Realizamos un analisis
similar del efecto pleiotrépico para cada QTL identificado (datos no mostrados), siendo
el QGW.perg-6B el tnico que tiene un efecto pleiotropico en el RTO. Cuando estuvo
presente el alelo de B2002, las espigas fueron més largas (+2% LE), pero el NET y la CN
no se modificaron significativamente (Figura 15). Sin embargo, se detecté un mayor NEF
(+2%), que fue contrarrestado por una reduccion en el FFEF (-2%) resultando en un
impacto nulo en FF y NG. El incremento del RTO (+5%) fue consecuencia del aumento
de PG (+10%). Este es un resultado interesante que destaca por primera vez la relevancia

de este QTL.
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Figura 15. Marco conceptual fisioldgico de las variables medidas que muestra los
efectos principales y pleiotrépicos de las regiones R5A.1y R5A.2 y QGW.perg-6B.

Los simbolos =, 1, |, indican un efecto no significativo. El porcentaje verde
representa el efecto de R5A.1 mientras que el porcentaje azul representa el efecto de
R5A.2 y el porcentaje rojo representa el efecto de QGW.perg-6B. LE: longitud de la
espiga, NET: nimero de espiguillas totales por espiga, CN: compactacion de la espiga,
FF: flores fértiles por espiga, NEF: nimero de espiguillas fértiles por espiga, FFEF: flores
fertiles por espiguilla fértil, PSE: peso seco de la espiga en antesis, CFEa: coeficiente de
fertilidad de espiga en antesis, NG: numero de granos por espiga, PG: peso de grano,
GST: cuaje de granos, RTO: rendimiento.

4.5. Conclusiones

Se lograron detectar 305 QTL para diferentes caracteres, distribuidos en todo el
genoma del trigo. Sin embargo, sélo 28 e consideraron mayores y estables. De los 14
caracteres analizados, s6lo dos no mostraron un QTL mayor y estable (PSE y GST). Para
el resto de los 12 caracteres, se detectaron hasta 28 QTL y 8 regiones significativas y
estables. En base al complejo analisis pleiotropico realizado se concluye que las regiones

R5A.1y el R5A.2 junto con QGW.perg-6B son de gran relevancia para ser utilizadas en
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MAS para mejorar un conjunto de rasgos relacionados con el potencial de rendimiento
de la espiga. Todos los QTL identificados para los caracteres relacionados con la
fertilidad de espiga son el primer paso para la busqueda de sus genes candidatos, lo que

permitira su mejor manipulacion en el futuro.

En base a estas conclusiones podemos decir que la hipotesis (vi) “Existen regiones
genodmicas 0 QTL para los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la
espiga, el peso de espiga en antesis y el peso de grano”, se rechaza parcialmente porque
no se encontraron QTL para PSE y CH, aunque si para el resto de los 14 caracteres
estudiados. Sélo para algunos de dichos caracteres (LE y GLPA) se encontraron
interacciones epistaticas, rechazando parcialmente también la hipotesis (vii) “EXxisten
interacciones epistaticas entre los QTL detectados para componentes estructurales y

numéricos de la fertilidad, peso de espiga en antesis y peso de grano”.
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CAPITULO V: Discusion general
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Actualmente, las tasas de ganancia de rendimiento (real - obtenido por el
productor y potencial- a través del mejoramiento genético de cultivares), se encuentran
por debajo de los valores proyectados como necesarios para incrementar la produccion
de trigo y satisfacer la demanda futura, sin adicionar nuevas areas de cultivo (Fischer y
Edmeades 2010; Lo Valvo et al. 2018, Ray et al. 2013, Curin et al. 2021). Comprender
las bases fisioldgicas y genéticas de las caracteristicas secundarias asociadas
funcionalmente al rendimiento potencial permitiria realizar una seleccion indirecta
asistida por marcadores moleculares, permitiendo la seleccion en etapas tempranas del
mejoramiento e incrementando la tasa de ganancia genética (Slafer 2003; Reynolds et al.

2009; Fischer 2011; Foulkes et al. 2011; Fischer y Rebeztke 2018).

El nimero de granos m= es aln el componente de mayor relevancia en la
determinacion del rendimiento del cultivo en la Region dado que no se ha reportado una
gran limitacion por fotoasimilados durante el periodo de llenado de granos (Borras et al.
2004; Acreche y Slafer 2006; Gonzélez et al. 2014; Lo Valvo et al. 2018; Curin et al.
2021). En este trabajo utilizamos como marco de analisis el modelo ecofisiologico
propuesto por Fischer (1984, 2011) para analizar la determinacion del nimero de granos.
De acuerdo con lo discutido en el Capitulo I, este modelo establece las relaciones entre
el NG m™2, el coeficiente de fertilidad de la espiga (CFE m2) y el peso seco de las espigas
en antesis (PSE m2). Considerando que (i) estudios previos habian mostrado la
factibilidad de medir el coeficiente de fertilidad a nivel de espiga individual (Abbate et
al. 2013; Martino et al. 2015; Terrile et al. 2017), y la existencia de una buena correlacion
entre éste y aquel estimado a nivel de parcela (Quail et al. 1989), (ii) que la lineas
parentales de las poblaciones HD a utilizar en este trabajo habian sido especialmente

elegidas por diferir en coeficiente de fertilidad, pero eran similares en otras caracteristicas
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que influyen en el rendimiento (ciclo a antesis, altura, PSE m2 y numero de espigas m?),
expandimos el modelo de Fischer a nivel de espiga (ver Figura 2 en Capitulo I). En el
Capitulo I1, se pudo constatar efectivamente que tanto el CFE m2 como el CFEm m se
correlacionaron positiva y significativamente con sus pares a nivel de espiga individual
en las poblaciones utilizadas. A partir de alli, exploramos un nivel de detalle superior,
que no suele ser utilizado dada su complejidad, donde se tuvieron en cuenta el nimero de
flores fértiles (FF) y el cuaje de grano (GST) y definiéndose la relacion entre FF/PSE
como el coeficiente de fertilidad en antesis (CFEa). Finalmente, se complet6é el modelo
con los componentes numéricos (nimero de espiguillas, fertilidad de espiguillas) y
estructurales  (longitud  de  espiga, = compactacion, peso de  raquis,
gluma+lema+palea+arista) de la espiga y cuantificamos por primera vez la relacion entre
la fertilidad de la espigas y dichos componentes. También exploramos el estudio del
CFEm, frecuentemente utilizado dado la complejidad de fenotipar el CFE y el CFEa

(Figura 2, Capitulo I).

Al inicio de la Tesis habia trabajos previos que determinaron la existencia de
variabilidad genética para el CFE y CFEm en germoplasma moderno (ver Slafer et al.
2015y citas presentadas en el Capitulo I). También se conocia que la heredabilidad tanto
del CFEm (Mirabella et al. 2016; Alonso et al. 2018) como de los CFE y CFEa (Pretini
et al. 2020a) era moderada a alta. Sin embargo, no habia reportes que hubieran abordado
el estudio de la relacion entre el coeficiente de fertilidad y los componentes estructurales
y numéricos de la fertilidad de la espiga tanto en antesis como en madurez, ni la
heredabilidad en sentido estricto de estos ultimos. Desde el punto de vista de las bases
genéticas, tampoco se conocia ninguna asociada a CFE, CFEa o CFEm. Menos aun se

conocian los posibles efectos epistaticos y pleiotropicos de las mismas sobre los
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componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga. En este trabajo
abordamos estos aspectos generando nuevos conocimientos tedricos, y también
obteniendo por primera vez marcadores moleculares KASP para QTL validados
(QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A) que pueden utilizarse en MAS para mejorar el

coeficiente de fertilidad de la espiga.

5.1. Integracion de los resultados a través de los capitulos

De acuerdo con lo esperado, las dos poblaciones HD utilizadas mostraron gran
variacion en el NG m2 generado, el cual correlacioné positivamente con el NG (a nivel
de espiga). En forma similar el CFE m-? se correlaciond positivamente con el CFE (a

nivel de espiga), coincidiendo con Abbate et al. (2013).

El NG se correlacion6 positivamente con el CFE y con el CFEm, de acuerdo con
estudios previos (ver Capitulo 11, Gonzélez et al. 2011a; Pretini et al. 2020a), pero esta
ultima correlaciéon fue menor que la primera. Ello indica que las posibles ganancias de
numero de granos y rendimiento a obtener a través de la seleccion fenotipica de CFEm,
si bien positivas (ver Alonso et al. 2018), serian menores a las esperadas si se pudiera
seleccionar el CFE. En linea con este supuesto, el efecto pleiotropico de QFFE.perg-5A
(asociado primariamente a CFEa y luego a CFE y CFEm) sobre el NG y RTO fue mayor
que el del QFEm.perg-3A (asociado sélo a CFEm) en las poblaciones HD estudiadas

(Capitulo I11).

Como se menciono en el Capitulo I, para que la mejora del CFE y/o CFEa resulte
no sélo en mayor NG sino también en mayor RTO, no debieran observarse grandes

compensaciones con el PSE y el PG. En el Capitulo Il (Figuras 5 y 6), para ambas
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poblaciones se observaron correlaciones negativas entre CFE y CFEa vs. PSE,
coincidiendo con trabajos previos (Dreccer et al. 2009; Ferrante et al. 2012; Lazaro y
Abbate 2013; Terrile et al. 2017; Lo Valvo et al. 2018; Pretini et al. 2020a). Cuando en
el Capitulo 111 se evaluaron los efectos pleiotropicos de los QFFE.perg-5A y QFEm.perg-
3A cuando el alelo de B19 estuvo presente, esto increment6 los coeficientes de fertilidad
de espigay el FFy el NG a pesar de reducir el PSE y el CH. Esta reduccion del PSE y el
CH al aumentar el coeficiente de fertilidad es en realidad parte de la esencia del
incremento en los coeficientes de fertilidad observado en nuestra poblacion HD, y en
general en germoplasma local (Abbate et al. 1998; Alonso et al. 2018). En el Capitulo II,
pudimos observar que las espigas mas cortas y compactas se asociaban a mayores CFEa
y CFE y menores PSE y CH (ver Cuadro 7). Luego, en el Capitulo Ill, al estudiar los
efectos pleiotrépicos de los QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A pudimos observar
nuevamente que la presencia de los alelos de B19 incrementaron CFEa, CFE y CFEm
(QFFE.perg-5A) y CFEm (QFEm.perg-3A), asociado a menor PSE (el primero) y CH
(ambos QTL). El incremento de los coeficientes de fertilidad de espiga seria consecuencia
de una mayor particion de fotoasimilados a las flores y granos distales dentro de las
espiguillas a expensas de una menor particion de materia seca a los componentes
estructurales de la espiga (R, G+L+P+A), acompafiada de una reduccioén en la longitud
de la espiga (LE) y de la distancia entre nudos de espiguillas (menor CN) (Figura 10
Capitulo 111). Esta mayor particién de asimilados a los Organos reproductivos se
sostendria en pos-antesis, explicando el gran impacto positivo de estos QTL sobre el GST
(Figura 10, Capitulo 111). Recientemente, Ferrante et al. (2020), comparando el desarrollo
floral en dos cultivares contrastantes para CFE, también observaron que mas flores
distales alcanzaban su estado fértil en el cultivar de alto CFE (Soissons) comparado con

el de baja fertilidad (Anza). Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados, éste fue el



123

anico cambio observado. Sakuma et al. (2019), estudiando el impacto del gen GNI-Al
también observaron que los incrementos del nimero de flores fértiles y granos por
espiguilla eran las Unicas caracteristicas modificadas por el incremento del CFEm.
Pareciera entonces que habria dos ideotipos de espigas que conducen a mayores
coeficientes de fertilidad, una donde los asimilados extra para sostener el desarrollo de
los 6rganos reproductivos distales proviene de la propia estructura de la espiga (como lo
reportado en este trabajo) y otro donde esta estructura no es modificada y los
fotoasimilados extra parecieran provenir de mayores tasas de crecimiento del cultivo en
pre-antesis (Ferrante et al. 2020) o reducciones del crecimiento del tallo (Sakuma et al.

2019).

Coincidiendo con Fischer y HilleRisLambers (1978), Ferrante et al. (2012) y
Terrile et al. (2017), el PG mostr6é una relaciéon negativa con el CFE a lo largo de los
Capitulos 11y I11. En forma similar, cuando Alonso et al. (2018) utilizaron el CFEm como
criterio de seleccion fenotipica indirecta, el peso de grano (P1000) se redujo al aumentar
el coeficiente de fertilidad. Considerando que el mayor nimero de FF y NG observado
en este trabajo como consecuencia de mayor CFE se encuentra principalmente asociado
a mayor namero de estructuras reproductivas por espiguilla (Figura 6 y 7, Capitulo 11, y
Figura 10, Capitulo I1I), la relacién entre PG y CFE no seria constitutiva, sino
consecuencia de un mayor numero de estructuras reproductivas en posiciones distales que
naturalmente poseen menor peso (Calderini et al. 2001; Salfer et al. 2015). Por otro lado,
el incremento del RTO asociado a genotipos de alto CFE y/o cuando los QTL validados

estuvieron presentes, refuerza esta propuesta.

Teniendo en cuenta la importancia de la estructura de la espiga en la

determinacion del CFE y sus relaciones negativas con el PSE y el PG en nuestras



124

poblaciones HD, en el dltimo capitulo de resultados (Capitulo IV) exploramos la
busqueda de QTL especificos para estas caracteristicas y su relacion con los QTL
QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A validados previamente. Al buscar QTL para NG,
identificamos el QGN.perg-5A, reportado previamente por Guan et al. (2018), en la
misma posicion que el QFFE.perg-5A. Este resultado resalta el impacto del QFFE.perg-
5A sobre el NG. Ademas, valida el modelo ecofisiol6gico utilizado poniendo en evidencia
la importancia de haber realizado este tipo de andlisis para continuar con la busqueda de
genes candidatos a futuro, puesto que conocemos los procesos primarios afectados: el
numero de flores fértiles por espiguillay el GST. Excepto para PSE y GST, se encontraron
QTL estables y mayores para todas las caracteristicas, algunos ya reportados previamente
y otros ndveles (ver Capitulo 1V). Como muchos QTL mapeaban en regiones cercanas,
se identificaron regiones calientes que agrupan a gran parte de los QTL identificados.
Notablemente, una de dichas regiones (R5A.1) estuvo muy cerca del QFFE.perg-5A, y
contuvo a la longitud de espiga, compactacién y namero de granos, reforzando ain mas
el ideotipo planteado de espiga de alto CFE. También fue una de las pocas regiones con

efecto pleiotrdpico sobre RTO, realzando la importancia de esta region del genoma.

5.2. Integracion de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A a nivel de parcela

Como se menciond al inicio de esta discusién general, la tesis se enmarca en una
linea de investigacion con aproximacion top-down (ver Figura 7 en Capitulo I11), por lo
que gran parte de los estudios del coeficiente de fertilidad se enfocaron a nivel de espiga
individual. En este apartado, no obstante, se discute el impacto de los dos QTL validados

a nivel de parcela. Para la integracion a nivel de parcela se realiz6 un ANOVA con las
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caracteristicas medidas a dicho nivel, considerando los ambientes (dos o tres,

dependiendo de la caracteristica) como repeticiones en bloques (Cuadro 15).

En linea con lo observado a nivel de espiga (Pretini et al. 2020b, Capitulo 111), el
QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A no presentaron interacciones epistaticas significativas
(Pretini et al. 2020b). EI QFFE.perg-5A tampoco presento interaccion con el ambiente en
ninguna de las caracteristicas estudiadas. EI NG m? aumenté 9% cuando el alelo de B19
estuvo presente, debido a un mayor CFE m?y CFEm m2 (Cuadro 16). El PSE m en
antesis no se modifico por la presencia de este alelo, de manera contraria a lo observado
a nivel de espiga (Pretini et al. 2020b, Figura 10 Capitulo I11). El incremento en el nimero
de espigas m (5,3%) (Cuadro 16) podria explicar estas diferencias entre parcelay espiga
individual. EI P1000 no fue modificado por la presencia de este alelo, contrario a lo
observado a nivel de espiga individual. Ello resulté en un incremento de 6,8% del
rendimiento, siendo éste levemente superior al observado a nivel de espiga individual
(Pretini et al. 2020b, Figura 10 Capitulo I11). Por su parte, el impacto del QFEm.perg-3A
proveniente de B19 sobre el NG m dependié del ambiente (Cuadro 15), presentado
valores similares o levemente mayores en Pergamino (E2 y E3) y claramente superiores
en Marcos Juarez (E4) (Cuadro 17). Este comportamiento fue acompafiado por el nimero
de espigas m2y el CFE m que presentaron una tendencia similar. Por su parte el CFEm
m-2 fue claramente superior cunado el alelo de QFEm.perg-3A de B19 estuvo presente.
En forma similar a lo observado para el QFFE.perg-5A, el PSE m no fue modificado
por la presencia de este alelo. Sin embargo, el P1000 fue menor, resultando en un
incremento (5%) no significativo del rendimiento, similar a los resultados a nivel de

espiga (Pretini et al. 2020b).



Cuadro 15. Analisis del impacto de QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A a nivel de parcela. Valores p resultantes del ANOVA,
considerando los ambientes como repeticiones en bloques.

Caracteristica a nivel de parcela

Fuente RTOm? NGm? P1000 Espigasm? PSEm?2 CFEm?2 CFEmm?
variacion

Ambiente 0,1356 0,4283 0,4731 <0,0001 0,0001 0,0023 <0,0001
QFFE.perg-5A 0,0190 0,0032  0,1075 0,0263 0,5195 0,0457 <0,0001
QFEm.perg-3A 0,0809 0,0012  0,0028 0,0095 0,4616 0,1799 0,0038
QFFE.perg5A

* 0,9599 0,4998 0,1134 0,6399 0,1728 0,9306 0,8216
QFEm.perg-3A

Ambiente

* 0,6209 0,8690 0,6131 0,4741 0,7427 0,7931 0,5049
QFFE.perg-5A

Ambiente

* 0,0914 0,0225 0,5074 0,0712 0,2039 0,0625 0,5166

QFEm.perg-3A

2 S6lo medido en dos ambientes. E2: Pergamino 2013, E3: Pergamino 2015, E4: Marco Juarez 2015. El alelo A es el aportado por B19
mientras que el B por B2002. RTO m2: rendimiento por m2, NG m2: niimero de granos m2, P1000: peso de mil granos, Espigas m: nlimero
de espigas m2, PSE m-2: peso seco de espiga m2, CFE m2: coeficiente de fertilidad de espiga estimado a nivel de parcela, CFEm m-2: coeficiente
de fertilidad de espiga a madurez estimado a nivel de parcela.




Cuadro 16. Valores medios de las variables medidas a nivel de parcela en funcion de los ambientes, QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A.

Caracteristica a nivel de parcela
RTOm?2 NGm? P1000 Espigasm? 23PSEm? 2CFEm? CFEmm?

(@m? (hm?) (g (nm?) (gm?®  (ngPSE?) (ngCHY)
Ambiente @ E2 607 a 18.728a 32,5a 649 a 161 a 118 b 789 a
E3 572 a 17974a 32,1a 525¢c 139b 146 a 735D
E4 610a 18.680a 329a 606 b 63,3 ¢
QFFE.perg-5A A 615 19.248 32,1 609 152 141 77,6
B 576 17.674 32,9 578 149 123 66,9
QFEm.perg-3A A 610 31,7 612 152 138 74,8
B 581 32,9 576 148 126 69,6

a Letras diferentes en Ambiente indican valores medios diferentes (Tukey p < 0,05), mientras que los valores en negrita indican
diferencias en ANOVA (ANOVA p <0,05). E2: Pergamino 2013, E3: Pergamino 2015, E4: Marco Juarez 2015. El alelo A es el aportado por
B19 mientras que el B por B2002. RTO m2: rendimiento por m2, NG m2; nimero de granos m2, P1000: peso de mil granos, Espigas m-2;
ndmero de espigas m2, PSE m2: peso seco de espiga m?, CFE m™2: coeficiente de fertilidad de espiga estimado a nivel de parcela, CFEm m:
coeficiente de fertilidad de espiga a madurez estimado a nivel de parcela.



Cuadro 17. Valores medios para la combinacion de Ambientes X QFEm.perg-3A,
en las variables donde hubo tendencia a interaccion (p < 0,10) o interaccion significativa
(p <0,05).

Caracteristica a nivel parcela
RTO m™ NGm2  Espigasm? CFEm?
(g m?) (nm?) (gm?)  (ngPSE™)?

Ambiente QFEm.perg-3A

E2 A 593 ab 18.631 ab 646 a 116 b
B 615 ab 18.827 ab 653 a 121Db

E3 A 600 ab 18.995 ab 548 bc 161 a
B 544 b 16.953 b 502 c 132 ab

E4 A 637 a 20.356 a 64la -
B 584 ab 17.005 b 572b -

Letras diferentes indican valores medios diferentes (Tukey p < 0,05), mientras que
los valores en negrita indican diferencias en ANOVA (p < 0,05). E2: Pergamino 2013,
E3: Pergamino 2015, E4: Marco Juarez 2015. El alelo A es el aportado por B19 mientras
que el B por B2002. RTO m2 rendimiento por m2, NG m: nimero de granos m,
Espigas m2: nimero de espigas m2, CFE m2; coeficiente de fertilidad de espiga estimado
a nivel de parcela.

Este impacto positivo de los QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A a nivel de parcela
refuerzan los resultados discutidos en el item previo, y la metodologia de trabajo
abordada. La presencia de los alelos que mejoran el NG (por espiga), debido a mayor
coeficiente de fertilidad de espiga, no se asocié con menor nimero de espigas m-2, lo cual
si pudiera haber ocurrido si s6lo se hubiera tenido en cuenta el NG (ver por ejemplo Gaju
et al. 2009). Contrariamente, la presencia de los alelos que mejoran el coeficiente de
fertilidad resulté en similar o mayor nlmero de espigas m2, sin modificar el PSE m™2,
Ello se explicaria por el ideotipo de espiga discutido en el item previo, donde las espigas
de alto coeficiente poseen menor inversion de materia seca en estructura de espiga.
Entonces, ante igual particion de materia seca a espigas, estos ideotipos permitirian

mantener e inclusive mejora también el nimero de espigas m2.
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5.3. Contrastacion de las hipdtesis

A lo largo de los Capitulos (seccion de Conclusiones) las hipdtesis fueron

contrastadas en detalle. A modo de resumen, entonces, podemos concluir que:

(i) Las espigas con mayor coeficiente de fertilidad poseen menor longitud y son
mas compactas (menor CN), que aquellas de menor coeficiente de fertilidad. Al ser mas
cortas y compactas, invierten menor materia seca en componentes estructurales (PSE,
Chaff). Como consecuencia de ello, el nimero de flores fértiles por espiguilla es mayor,

incrementado de esta forma el nimero de flores fértiles por espiga.

En base principalmente a resultados del Capitulo Il esta hipétesis no se rechaza.
Luego, en el Capitulo 111, al estudiar los efectos pleiotropicos de los QTL validados para

coeficiente de fertilidad de espiga se volvio a validar esta hipotesis.

(if) Los componentes estructurales y numéricos de la fertilidad de la espiga

poseen heredabilidad moderada a alta.

En base a resultados del Capitulo Il la hipdtesis no se rechaza

(iii) Existen regiones genémicas o QTL con efecto mayor y estable sobre el CFEa
y CFE capaz de ser detectados a cosecha (CFEm).

En base a los resultados del Capitulo Il esta no se rechaza. Se identificaron 2
QTL para CFEa (cromosoma 5Ay 1A), uno para CFE (cromosoma 5A) y dos para CFEm
(cromosomas 5A y 3A). Los tres, identificados en el cromosoma 5A mapearon en el

mismo lugar.
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(iv) Existe al menos un QTL para CFEa y/o CFE y/o CFEm posible de ser
validado en una poblacion independiente, permitiendo la estimacion de su relacion de
dominancia.

En base a resultados del Capitulo Il no se rechaza. Se eligieron dos QTL, el del
cromosoma 5A (para CFEa, CFey CFEm) y el del 3A (para CFEm), y se pudieron validar,

denominandose: QFFE.perg-5A y QFEm.perg-3A.

(v) EI QTL més promisorio, que incrementa el CFEa y/o CFE, aumenta la
fertilidad de las espiguillas (siguiendo el procedimiento planteado en la hipdtesis i),
reduce el peso seco de la espiga en antesis e incrementa el rendimiento por espiga a
pesar de disminuir el peso de los granos.

En base principalmente a los estudios de efectos pleiotrépicos de QFFE.perg-5A
y QFEm.perg-3A del Capitulo 111 no se rechaza. Los resultados del Capitulo IV validan

esta decision.

(vi) Existen regiones gendmicas o QTL para los componentes estructurales y
numericos de la fertilidad de la espiga, el peso de espiga en antesis y el peso de grano.

En base a los resultados del Capitulo IV se rechaza parcialmente, puesto que, si
bien se encontraron QTL para casi todas las caracteristicas, no se identificd ninguno para

PSE y GST.

(vii) Existen interacciones epistaticas entre los QTL detectados para componentes
estructurales y numéricos de la fertilidad, peso de espiga en antesis y peso de grano.

En base a los resultados del Capitulo 1V, se rechaza parcialmente, porque s6lo
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para algunos de dichos caracteres (LE y GLPA), se pudieron detectar interacciones

significativas.

5.4. Aportes novedosos

Los aportes mas novedosos de este trabajo se podrian resumir en;

1. Definicién de ideotipos de espigas de alto coeficiente de fertilidad de espiga a
partir del estudio de los componentes estructurales y numéricos de la espiga y su
relacion con el CFEay CFE, en germoplasma elite adaptado a la Pampa Ondulada.

2. ldentificacion y validacion de dos QTL, uno para CFEa, CFE y CFEm
(QFFE.perg-5A) y otro para CFEm (QFEm.perg-3A), con efectos positivos (+5%
y +3%) y aditivos sobre el rendimiento de la espiga. Estos QTL se transformaron
a marcadores KASP, siendo actualmente un producto disponible para uso en MAS
para seleccionar por coeficiente de fertilidad de espiga de manera rapida, simple
y economica en los programas de mejoramiento, en estados tempranos del proceso
de seleccion.

3. Identificaciéon de un QTL novel para peso de grano (QGW.perg-6B), con efecto
positivo sobre el rendimiento de la espiga.

4. ldentificacion de QTL novel para: longitud de espiga (QSL.perg-7A), nimero
total de espiguillas por espiga (QTS.perg-3A), compactacion de espiga
(QCN.perg-2A), flores fértiles por espiga (QFF.perg-2B y QFF.perg-7B), numero
de espiguillas fértiles (QFS.perg-3A'y QFS.perg-5B), flores fértiles por espiguilla
(QFFTS.perg-5A 'y QFFTS.perg-5B), flores fértiles por espiguilla fértil

(QFFFS.perg-7B), peso de raquis (QR.perg-2A, QR.perg-3B y QR.perg-6A), peso
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de gluma+lema+paleatarista (QGLPA.perg-1A, QGLPA.perg-3A, QGLPA.perg-
5B y QGLPA.perg-7A) y peso de chaff (QCH.perg-1A y QCH.perg-2B).

5. ldentificacion de seis hot spots promisorias para utilizar en MAS que agrupan
gran parte de los QTL novel descritos en el item previo, dos de ellas promisorias
para usar en MAS dado su efecto pleiotropico sobre el rendimiento de espiga
(region R5A.1, incluyendo a QSL.perg-5A, QCN.perg-5A y QGN.perg-5A y

region R5A.2, conteniendo a QGW.perg-5A y QFFTS.perg-5A).

5.5. Perspectivas a futuro

Existen en principio cuatro alternativas no excluyentes a seguir en el estudio del
coeficiente de fertilidad de la espiga. Desde el punto de la utilizacion de los marcadores
KASP para seleccionar tempranamente fertilidad de espiga, el primer paso seria genotipar
los nuevos cultivares de trigo liberados en la Region Pampeana para determinar el grado
de variabilidad de estos marcadores y asi estimar su valor real para los programas de
mejoramiento. Considerando que el QFFE.perg-5A presenta recesividad incompleta, es
muy probable que el alelo de alta fertilidad no se encuentre fijado en los cultivares
modernos, a pesar de su alto impacto en el nimero de granos y rendimiento. En esta
misma linea, la cuantificacion final de la utilidad de los QTL identificados y validados o
de las regiones identificadas como promisorias provendra del uso de éstos en programas
de mejoramiento para seleccion temprana (Fz) y la posterior evaluacion del coeficiente
de fertilidad de espiga, el namero de granos generados y el rendimiento final en
generaciones avanzadas (Fs). Poder realizar MAS en etapas tempranas por una o varias
caracteristicas secundarias (asociadas al nimero de granos y rendimiento, en nuestro

caso) permitiria eliminar lineas con valores bajos para las mismas, enriqueciendo la
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progenie con lineas (y genes) mas promisorios, aumentando la probabilidad de obtener
lineas superiores (con mayor rendimiento, en nuestro caso) (Bernado 2008). Por otro lado,
poder realizar mayor presion de seleccion en estados tempranos (F2), permite avanzar mas
lineas o aumentar los sitios de evaluacion en Fs/Fs (nivel de parcela), lo cual resulta en
un aumento de la tasa de ganancia genética (aumenta la probabilidad de lineas con mejor
combinacion de genes o mejora la heredabilidad al aumentar el nGmero de ambientes

evaluados) (Bernardo 2008).

Dado que este trabajo se focalizo en estudiar QTL estables entre ambientes y de
efecto mayor, la mayoria de los QTL identificados no fueron considerados como
promisorios. Considerando todas las caracteristicas estudiadas, se identificaron 377 QTL,
pero s6lo 31 de ellos, es decir solo el 8%, se consideraron estables y mayores, mientras
que el resto presentd baja estabilidad entre ambientes y/o efecto menor. Esto no es
sorprendente y suele ser una de las limitantes para el uso de QTL en programas de
mejoramiento. Un aspecto interesante abordado por este trabajo es el estudio de los
factores bildgicos/ambientales que se encuentras detras de esta baja estabilidad del 92%
de los QTL identificados, lo que permitiria comprender la naturaleza de las inetracciones

y valorizar estos QTL no considerados en este trabajo.

Desde el punto de vista ecofisiolégico, una forma de cuantificar el impacto de
estos QTL en una escala superior, es decir sobre el rendimiento del cultivo, es a través
del desarrollo de lineas isogénicas, proceso que se encuentra actualmente en desarrollo
por el grupo de trabajo en que se hizo esta tesis. Finalmente, desde el punto de vista
genético, la realizacion de un mapa mas denso en las regiones de los QTL identificados,

permitird determinar genes candidatos y asi comprender los procesos moleculares y
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fisioldgicos finos involucrados. Esta linea también se encuentra actualmente en

desarrollo.
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CAPITULO VII: Material suplementario
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7.1. Figuras suplementarias
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Figura Suplementaria S2. Distribucién de Frecuencias de las poblaciones completas F»
para a) CFEa, b) CFE, c) CFEm en Pobl 1y d) CFEm en Pobl 2. Distribucién de Frecuencias de
las poblaciones de validacién F, para €) CFEa, f) CFE g) CFEm en Pobl 1y h) CFEm en Paobl 2.
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7.2.Cuadros suplementarios

Los cuadros suplementarios se encuentran en el siguiente enlace de Google Drive:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1WdoBfitEw-3MwJBBJIB1INX012 v4w68-

ledit?usp=sharing&ouid=108451725274036613349&rtpof=true&sd=true.



https://docs.google.com/spreadsheets/d/1WdoBfitEw-3MwJBBJJB1NXo12_v4w68-/edit?usp=sharing&ouid=108451725274036613349&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1WdoBfitEw-3MwJBBJJB1NXo12_v4w68-/edit?usp=sharing&ouid=108451725274036613349&rtpof=true&sd=true
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