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BASES GENETICAS DE LAS VARIABLES AGRONOMICAS DE INTERES
LOCAL EN EL GERMOPLASMA DE CEBADA (Hordeum vulgare L.)
UTILIZADO EN URUGUAY

RESUMEN

Las bases genéticas de las caracteristicas agronémicas que determinan la adaptacion
a las condiciones de produccion especificas es un aporte fundamental para el
mejoramiento en cualquier especie agricola, incluyendo la cebada cervecera
(Hordeum vulgare L.). El objetivo de este estudio fue determinar dichos
componentes genéticos mediante cartografia por desequilibrio de ligamiento (DL) en
una poblacion de 76 genotipos de cebada representativa del pasado y presente del
germoplasma en Uruguay. La base de datos fenotipicos se obtuvo en cinco ensayos
parcelarios sembrados en dos afios y en dos localidades, donde se midieron 13
variables agronomicas. La poblacién fue caracterizada genotipicamente con 1033
SNPs. Se encontraron 79 loci de efecto cuantitativo (QTL) para todas las
combinaciones entre ensayos/caracteres analizadas. Los cromosomas con mayor
nimero de QTL detectados fueron el 2H y el 4H. El peso y el tamafio de grano
fueron las variables con mayor nimero de QTL detectados. Dos bloques de
marcadores en desequilibrio de ligamiento (DL) asociados a un gran nimero de
caracteres se observaron en el cromosoma 2HS. En el mayor, se identificaron tres
haplotipos, posiblemente provenientes de tres ancestros comunes con diferente
origen geografico. También se detectaron regiones genomicas en DL entre los
cromosomas 2H, SH y 7H, en algunos casos asociadas a caracteres agrondmicos.
Creemos que este estudio contribuye significativamente al entendimiento de la

genética de la adaptacion agrondmica de cebada en el cono sur de América del Sur.

Palabras clave: Mapeo asociativo — Adaptacion agrondomica — QTL (Quantitative

trait loci) — Mapeo por desequilibrio de ligamiento — SNP — Cebada cervecera
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GENOME-WIDE ASSOCIATION MAPPING OF AGRONOMIC TRAITS IN
RELEVANT BARLEY GERMPLASM IN URUGUAY

SUMMARY

The genetic basis of agronomic traits determining adaptation to specific production
conditions is key to the improvement of crops, including malting barley (Hordeum
vulgare L.). The aim of this study was to determine the genome-wide genetic
components associated with agronomic phenotypes of local and global significance
in a population of 76 barley genotypes that have been introduced into Uruguay in
different chronological periods. The phenotypic database was obtained from five plot
trials, planted in two years and two locations, where a total of 13 agronomic traits
were determined. The population was genotyped with 1033 polymorphic SNPs. We
found a total of 79 quantitative trait loci (QTL) for all the trait/experiment
combinations analyzed. The highest concentration of QTL was detected on
chromosomes 2H and 4H. Most QTL were detected for grain plumpness and weight.
Two (linkage disequilibrium) LD blocks associated with a large number of traits
were detected on 2HS. The largest LD block was composed of three haplotypes,
possibly derived from three ancestors of different geographical origin. We also
detected three genomic regions in different chromosomes (2H, SH and 7H) in LD
between them, associated with agronomic traits. This study provides a contribution to
the understanding of the genetics of barley adaptation in the Southern cone of South

America.

Keywords: Association mapping — Agronomic adaptation — Quantitative trait loci

(QTL) — Linkage disequilibrium mapping — SNP — Malting barley



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. EL CULTIVO DE CEBADA EN URUGUAY

La cebada cervecera (Hordeum vulgare L.) es el quinto cultivo en términos de
produccion total en el mundo siendo las areas de mayor produccion la Unidén
Europea, Rusia y Norte América (FAO, 2009). Su destino es principalmente la
alimentacion animal y la elaboracion de cerveza, siendo cultivado en ambientes con
un amplio rango de temperaturas, altitud y condiciones hidricas (Varshney et al.,
2004). El género Hordeum esta formado por 32 especies, comprendiendo 45 taxa de
los cuales H. vulgare ssp. vulgare es la unica especie que ha sido sometida a
domesticacion (von Bothmer et al., 1995). Existen registros de su domesticacion a
partir de su progenitor Hordeum vulgare ssp. spontaneum desde hace 10000 afios,
probablemente en la parte oeste de la media luna fértil, por lo que es considerada
como una de las especies fundadoras de la agricultura moderna (Badr et al., 2000).

Se trata de una especie casi exclusivamente autdgama con 2n=2x=14 y un
tamafio genémico de aproximadamente 5.3x10° bp (Bennett y Smith, 1976). Posee
caracteristicas que la hacen una especie muy apropiada para estudios gendmicos de
Triticeas: la posibilidad de desarrollar lineas dobles haploides (DH), la disponibilidad
de numerosos mutantes y stocks citogenéticos como lineas de adicion de trigo/cebada
y la disponibilidad de numerosas bibliotecas genomicas (Kleinhofs y Graner, 2001).

La cebada es el segundo cultivo de invierno en importancia en Uruguay

(MGAP, 2010), siendo su principal destino la produccion de malta para la

fabricacion de cerveza.



1.2. VARIABLES AGRONOMICAS DE INTERES PARA EL URUGUAY

Un alto porcentaje del cultivo en Uruguay ha sido ocupado por variedades
introducidas, de origen argentino, europeo, australiano y mas recientemente brasilefio
y estadounidense (North Dakota), con un nivel de adaptacion relativo a las
condiciones locales. Esto reflejo en cierta medida la prioridad en el uso de material
con calidad maltera conocida e hizo evidente la necesidad del desarrollo de genotipos
adaptados (Castro et al., 1997). La investigacion nacional ha avanzado en la
definicion del ideotipo del cultivo para las condiciones nacionales, en términos de
caracteristicas fenoldgicas y morfo-fisiologicas. Variables como el indice de cosecha
(IC), altura de planta, granos por superficie, granos por espiga, peso de grano, tiempo
a floracion y duracion del llenado de grano surgieron como objetivos a mejorar por
su importancia en la adaptabilidad agronémica (Castro ef al., 1993).

El cultivo de cebada en el Uruguay no tiene limitaciones severas para lograr
altos valores de biomasa aérea (13000 kg/ha materia seca) (Hoffman et al., 1993a),
pero la proporcion de esta que corresponde a grano es sensiblemente menor que la
lograda en regiones de alto potencial de produccion (Riggs ef al., 1981). Si bien no
es esperable llegar a los limites biologicos de IC de 0.62 planteados por Austin
(1980) o a los observados en planta individual a nivel local (0.60) (Viega,
comunicacion personal), seria un objetivo alcanzable aumentar los niveles de 0.40
obtenidos en buenas condiciones (Castro et al., 1997). Planteado este problema, las
variedades liberadas en la década del 90 lograron un avance importante en
rendimiento a través de una mejor particion de la materia seca producida (Castro et
al., 1993). Hoffman et al. (1992) y Ernst ef al. (1991) determinaron que los niveles
de particion de asimilados sufren modificaciones con variaciones en la curva de
crecimiento del cultivo. Bajo nuestra reducida estacion de crecimiento para el
cultivo, condicionada por las altas temperaturas hacia fin de ciclo (octubre-
noviembre), una curva de crecimiento inicial més lenta (bajas tasas de acumulacion
de materia seca (MS) desde emergencia hasta macollaje) posibilitando altas tasas de

produccion de MS pre-antésis, aparece como la forma de mantener el IC frente a



elevados niveles de produccion de MS (Hoffman et al, 1993a). Este patréon de
crecimiento asegura altos valores de granos/superficie, explicados por aumentos de
espigas/superficie, sin reducir el rendimiento/espiga (Hoffman et al., 1993a). A pesar
de haber detectado los factores que estarian jugando un rol fundamental sobre la
adaptacion agrondmica de los genotipos en esta region, actualmente es muy dificil
llegar a valores de IC de 0.40 en situaciones de alta produccion de biomasa (Castro et
al., 1997).

En ausencia de estrés durante el crecimiento del grano, el cultivo de cebada
tiene limitado el incremento en rendimiento por la capacidad de la fosa de acumular
asimilados y no por la capacidad de la fuente de proveerlos (Gallagher et al., 1995;
Dreccer et al., 1997; Bingham et al., 2007). Para trigo Slafer et al. (1994)
concluyeron que el rendimiento en grano es limitado por fosa o hasta a veces co-
limitado por fuente y fosa, pero nunca sélo por fuente. Si esto es asi, seria
bioldgicamente posible aumentar el nimero de granos por unidad de superficie y su
peso. El aumento en nimero puede lograrse en base al aumento de espigas por
superficie y/o, al aumento del nimero de granos por espiga.

Por otro lado, tanto a nivel local como internacional y tanto en cebada (Castro
et al., 1997) como en trigo (Loss y Sidique, 1994), ha sido demostrado que dentro del
periodo emergencia-madurez fisioldgica, el IC y el rendimiento de los cultivares que
poseen un tiempo a floracién mas corto son mayores que aquellos que florecen mas
tarde. Para las condiciones de Uruguay, contar con materiales que lleguen a floracion
tempranamente estaria permitiendo que el periodo de llenado de grano transcurriera
bajo un escenario de menores temperaturas (Castro et al, 1994), por lo tanto
afectando positivamente caracteres como peso de grano, rendimiento, IC vy
clasificacion de grano (Castro, 1994). Hoffman et al. (1993b) trabajando con un
grupo de 11 cultivares comerciales concluyen que el grupo de genotipos de mayor
potencial de rendimiento fue el que presentd una duracion de llenado de grano
mayor.

La informaciéon generada a nivel nacional pudo establecer cuales son las

variables clave que hacen a la adaptacion del cultivo en el Uruguay. Conocer sus



bases genéticas permitiria contar con una herramienta muy solida, que incrementaria

la eficiencia de nuestros programas de mejoramiento.

1.3. MEJORAMIENTO DE CEBADA EN URUGUAY E IMPORTANCIA DEL
CONOCIMIENTO DE LAS BASES GENETICAS DE VARIABLES DE
INTERES

Los primeros cruzamientos para el mejoramiento del cultivo en Uruguay se
realizaron en 1968 con el establecimiento del campo experimental de FNC
(actualmente MOSA). Hasta ese entonces el mejoramiento habia consistido s6lo en
la seleccion de lineas introducidas y diversos genotipos utilizados por productores
locales. Luego de un periodo interrumpido, en la década de los 80 con el comienzo
de las actividades de mejoramiento de CYMPAY (luego MUSA vy actual AMBEV),
Facultad de Agronomia e INIA, se consoliddé el mejoramiento de cebada en el
Uruguay.

Dadas las exigencias industriales por genotipos capaces de satisfacer las
crecientes demandas de calidad maltera, el germoplasma introducido en el
mejoramiento nacional tuvo como principal requisito aportar respuestas a tales
demandas. La gran mayoria de los genotipos introducidos para esto si bien eran
fuentes de calidad, no estaban adaptados a las condiciones ambientales locales. En
este escenario surge la necesidad de desarrollar genotipos que ademaés de presentar
buenas cualidades malteras posean adaptabilidad agronémica en esta region. Si bien
INIA ha liberado cultivares de media a alta calidad maltera con buena adaptacion, el
conocimiento de las bases genéticas que estan detras, tanto de variables de calidad
maltera como agronomicas seria de gran ayuda para facilitar la obtencion del
germoplasma buscado.

El conocimiento de la localizacion y el numero de las regiones gendmicas
asociadas a variables de interés puede ser una herramienta significativa para la
mejora de la eficiencia en un programa de mejoramiento. En primer lugar permite
conocer la diversidad realmente existente dentro del germoplasma disponible, por

otra parte permite la planificacion precisa de los programas de cruzamiento de



manera de utilizar de la forma mas efectiva dicha variabilidad, y en tercer lugar
habilita el uso de estrategias alternativas (como seleccion asistida) para el desarrollo
mas eficiente de germoplasma que maximice el uso de dicha variabilidad. Para lograr
eso se necesita el desarrollo de un cuerpo importante de informacion genomica

referida a la especie y al germoplasma bajo estudio.

1.4. MARCADORES GENETICOS

El mejoramiento vegetal historicamente se bas6 en la identificacion fenotipica
de aquellos individuos sobresalientes para ciertos caracteres dentro de una poblacion.
El cuello de botella siempre estuvo en la fidelidad de la identificacion de aquellos
individuos genéticamente sobresalientes, ya que el ambiente juega un papel
distorsionador sobre la apreciacion fenotipica. En este contexto es que los
marcadores genéticos surgieron como una herramienta de gran potencial en el
mejoramiento. Son tres los tipos de marcadores genéticos mas utilizados: 1)
morfologicos, marcadores que ellos mismos son rasgos fenotipicos o propiamente
caracteres, 2) bioquimicos, marcadores que incluyen a variantes alélicas de enzimas
llamadas isoenzimas, 3) moleculares, marcadores de ADN que revelan variantes en
el ADN en determinados sitios del cromosoma (Jones et al., 1997). Debido a que
tanto los marcadores morfoldgicos como los bioquimicos presentan las desventajas
de que pueden ser limitados en nlimero, estar influenciados por factores ambientales
o por el estado de desarrollo de las plantas, los marcadores moleculares se han
convertido en los mas usados, debido principalmente a su abundancia y a la ausencia
de interaccion con factores ambientales y estado fenoldgico de la planta (Winter y
Kahl, 1995). Dichos marcadores han aportado mucha informacién sobre la ubicacion

de muchos genes encontrados previamente en mapas de ligamiento.



1.5. MAPAS DE LIGAMIENTO Y MOLECULARES

Un mapa de ligamiento puede ser definido como una disposicion fisica o
arreglo lineal de genes, resultado de los datos fenotipicos de recombinacion entre
gametos provenientes de dos individuos distintos en los caracteres a evaluar.

La disponibilidad de un mapa de ligamiento en el que se encuentre incluido un
gen de interés, permite ubicarlo en relaciébn a otros genes y/o marcadores (en
términos de recombinacion) y eventualmente en relacion a los cromosomas de la
especie.

En el pasado, los mapas genéticos de plantas superiores estuvieron enteramente
basados en marcadores morfoldgicos y bioquimicos. Debido a sus limitantes ya
mencionadas, los marcadores moleculares facilitaron la construccion de mapas de
alta densidad en muchas de las especies cultivadas (Philips and Vasil, 2001). En
general los mapas moleculares, al basarse en la segregacion de una determinada
poblacion, se construyen siguiendo estos pasos para su elaboracion: 1) produccion de
la poblaciéon de mapeo, 2) identificacion de polimorfismo de los marcadores
utilizados, 3) analisis de ligamiento entre marcadores (Collard et al., 2005).

En cebada el primer reporte de un mapa de marcadores moleculares fue para el
cromosoma 6H en 1988 (Kleinhofs ef al., 1988) y un mapa parcial de todo el genoma
incorporando marcadores RFLPs, morfoldgicos, isoenzimas y PCR fue publicado en
1990 (Shin et al., 1990). Un hito importante fue el desarrollo del primer mapa
consenso, que utilizod tres diferentes F1 derivadas de poblaciones doble haploides:
Igri x Franka (Graner et al., 1991), Proctor x Dudinka (Heun ef al., 1991) y Steptoe x
Morex (Kleinhofs ef al., 1993), seguido de trabajos similares de armado y utilizacién
de mapas integrados con el objetivo bdsico de tener una mayor cobertura y
resolucion del genoma (Langridge ef al., 1995; Sherman et al., 1995; Qi et al., 1996;
Qi et al.et al., 1998). Como forma de intentar desarrollar una solucion mas genérica
en la integraciéon de la informacidén proveniente de diferentes mapas de mediana
resolucion, Kleinhofs y Graner (2001) dividieron el genoma de cebada en intervalos

de 10 cM aproximadamente (“BINs”). Cada BIN est4 definido por dos marcadores



que han sido “anclados” en los mapas formados a partir de Steptoe/Morex e
Igri/Franka.

Mas recientemente se han reportado grandes mapas consenso altamente
saturados de marcadores. Aghnoum et al. (2010) desarrollaron un gran mapa
consenso, construido por siete poblaciones de mapeo: cuatro poblaciones doble
haploides y tres poblaciones de lineas recombinantes endocriadas (L94/Vada,
Vada/SusPrit, Steptoe/Morex, lineas Oregon Wolfe Barley (OWB), Igri/Franca,
Cebada Capa/SusPrit, Nure/Tremois). Tiene como caracteristicas generales la de
reunir 6990 marcadores de diverso tipo, hacer una cobertura de 1093 cM (largo del
mapa) y ademds subdividirse en 217 BINs, quedando separados cada uno de ellos
por s6lo 5 cM. Close et al. (2009) elaboraron un mapa integrado a partir de cuatro
poblaciones de mapeo doble haploides (Wolfe Multiple Dominant/Wolfe Multiple
Recessive de la poblacion de mapeo OWB, Steptoe/Morex, Haruna Nijo/OHU602,
Morex/Barke). El largo total del mapa fue de 1099 cM y el nimero de marcadores
empleados fue de 4718. A diferencia de los anteriores mapas consenso, este mapa
solo empled marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), ademas de los

clasicos marcadores “ancla”.

1.6. CARACTERES CUANTITATIVOS — ANALISIS DE QTL

En el pasado la localizacion de los genes en los mapas de ligamiento estuvo
restringida a /oci de caracteres con herencia cualitativa. Los genes que contribuyen a
caracteres complejos poseen caracteristicas especiales que hacen mas dificultoso su
deteccion, incluyendo heterogeneidad de locus, epistasis, baja penetrancia,
expresividad variable y pleiotropia, a la vez que se dispone de un limitado poder de
deteccion estadistico (Doerge, 2002; Dekkers y Hospital, 2002). Sin embargo,
muchos de los caracteres de mayor importancia en la agricultura tales como
rendimiento, calidad y resistencia a algunas enfermedades, estdn controlados por
muchos genes y son conocidos como caracteres cuantitativos (también “poligénicos”,
“multifactoriales” o “caracteres complejos”). En los estudios clasicos, el nimero de

genes afectando tales caracteres era estimado a partir de métodos estadisticos,



basados sobre la asuncion de que todos ellos tenian efectos aditivos, ausencia de
ligamiento entre loci, igual efecto para todos los loci y que los loci de un padre
afectaban a un caracter en una sola direccion (Wright, 1968).

El andlisis de caracteres complejos o analisis de QTL (Quantitative trait /ocus)
(QTL = una region en alguna parte del genoma que es responsable por la variacion
de un caracter cuantitativo) fue desarrollado a fines de los ‘80 teniendo su mayor
actividad hacia fines de los ‘90 (Asins, 2002). Basicamente se puede definir como el
analisis de asociacion estadistica entre la segregacion de marcadores genotipicos y
valores fenotipicos de variables de interés, sobre lineas individuales. El objetivo del
analisis es identificar el nimero, posicion y efecto de los loci asociados a algun
caracter cuantitativo. A partir de esta informacion, muchos estudios de mejoramiento
trabajando con caracteres como rendimiento o calidad, podrian plantearse como
objetivo reunir todos los alelos favorables en lineas elite (Borevitz et al., 2004).

En el caso de cebada, los primeros trabajos de andlisis de QTL se basaron en
los mapas de ligamiento iniciales y se concentraron en caracteristicas de facil
medicion (dias a floracion, altura de planta, habito de crecimiento, etc), (Barua et al.,
1993; Laurie et al., 1995), incluyendo progresivamente variables mas complejas
como rendimiento y sus componentes (Hayes et al., 1993; Backes et al., 1995;
Tinker et al., 1996; Kjaer and Jensen, 1996; Mather et al., 1997; Powell et al., 1997,
Yin et al., 1999; Spaner et al., 1999; Zhu et al., 1999; Teulat et al., 2001; Li et al.,
2006; Gyenis et al., 2007).

El analisis de QTL requiere tener una poblacién segregante (en plantas, el
mapeo de QTL generalmente es realizado utilizando una poblacion derivada de un
cruzamiento entre dos lineas endocriadas) y balanceada, con un mapa de ligamiento
derivado de ella y con lineas caracterizadas genotipicamente. El hecho de necesitar
una poblacion segregante proveniente de una cruza definida limita la base genética a
las diferencias entre los parentales. Por otra parte la tendencia a utilizar progenitores
con claras diferencias para los caracteres de estudio como forma de maximizar las
posibilidades de deteccién de componentes genéticos significa que la base genética

es poco representativa del germoplasma en uso en mejoramiento.



1.7. DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO Y MAPEO ASOCIATIVO

Una alternativa a las limitantes mencionadas del analisis de QTL basado en
poblaciones con un numero limitado de parentales ha sido el uso de analisis de
desequilibrio de ligamiento o mapeo asociativo. La disponibilidad de mapas de alta
densidad de marcadores moleculares la han hecho viable aportando una mayor
resolucion y la posibilidad de tener mayor andlisis por locus. Es una técnica
desarrollada para la genética humana, donde el uso de poblaciones balanceadas no es
posible (Flint-Garcia et al., 2003). Los términos “desequilibrio de ligamiento” (DL)
y “mapeo asociativo” (MA) a menudo se utilizan indistintamente en la literatura. Sin
embargo, mientras el MA se refiere a una asociacion fisica (ligamiento) significativa
entre un marcador molecular y un caracter fenotipico, el LD se refiere también a una
asociacion no aleatoria, pero entre dos marcadores o dos genes/QTL o entre un
gen/QTL y un marcador, en la forma en que segregan. De esta forma se entiende que
el mapeo asociativo es uno de los usos importantes del DL. En sentido estadistico el
mapeo asociativo corresponde a la covarianza de un marcador polimorfico y un
caracter de interés, mientras que el DL representa la covarianza de polimorfismos
exhibidos por dos marcadores/genes moleculares (Gupta et al., 2005). Existen
diferentes calculos para la estimacion de DL entre 2 loci con marcadores bialélicos
(SNPs y AFLPs), los principales son: D, D’, r2, R, Dz, D*, F’, X(2), 0, etc. De todos
estos los preferidos son D’ y r°. De todas maneras, entre ellos se destacan claras
diferencias, mientras D’ solo estima las diferencias de recombinacion, ? resume la
recombinacion y la historia de mutacion (Jorde et al., 2000; Ardlie et al., 2002).
También 1 es un indicativo de como los marcadores podrian estar correlacionados
con los QTL de interés, asi que para estudios de asociacion, a menudo 1* es preferido.
Su forma de célculo se basa en las frecuencias de alelos que existen de a pares de
sitios en alguna parte del genoma en un grupo de individuos. Por lo tanto:

" = (Piazg.—(P1A) (Pag))

(Pr1a)(Pr1)(P26)(P2c)

donde PG es la frecuencia en la que se encuentra en una poblacion, un alelo A en

el sitio 1 y un alelo G en el sitio 2, Pj4 y Pyt es la frecuencia en la que se encuentra
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en el sitio 1 los alelos A y T respectivamente, en tanto que P»g y Pac es la frecuencia
en la que se encuentra en el sitio 2 los alelos G y C respectivamente.

Existen varios factores reportados que estarian afectando el DL y por ende la
utilizacion y los resultados del mapeo asociativo, entre ellas: sistema de reproduccion
(autogamia o alogamia), fijacion de determinadas regiones cromosdémicas por
diferentes tasas de recombinacion, estructura poblacional, historia poblacional,
deriva genética y seleccion direccional (Gaut y Long, 2003). Conocer el LD de una
especie o poblacion no solo ayudara a interpretar mejor los resultados de un MA,
sino que es considerado un prerrequisito para detectar asociaciones entre datos
genotipicos y fenotipicos, pudiendo en algunos casos, corregir algunas de las
herramientas utilizadas, como es el caso de la densidad de los marcadores
moleculares empleados.

En la tltima década el desarrollo de estudios de genes candidatos y de grandes
plataformas genotipicas han promovido al MA como una alternativa viable del
analisis de QTL clasico (Waugh et al., 2009). El DL ha sido investigado en varias
especies de plantas como Arabidopsis (Nordborg et al., 2002), maiz (Remington et
al., 2001; Tenaillon et al., 2001; Whilson et al., 2004; Mc Mullen et al., 2009),
girasol (Kolkman et al., 2007; Fusari et al., 2008), soja (Zhu et al., 2003), arroz
(Garris et al., 2003; Agrama et al., 2007), ryegrass (Fiil et al., 2010), sorgo (Hamblin
et al., 2004), trigo duro (Maccaferri et al., 2005), trigo de pan (Chao et al., 2007),
pino (Brown et al., 2004) y en cebada (Kraakman et al., 2004; Morrell et al., 2005;
Rostocks et al., 2006; Malysheva et al., 2006). En la generalidad de los casos estos
trabajos indican que el DL decae con la distancia, pero la tasa de disminucién
depende fundamentalmente del sistema de apareamiento. En aquellas especies
autdgamas como cebada, trigo, sorgo y arroz debido a una menor tasa de eventos de
recombinacion, la reduccion del DL cae mas lentamente que en especies aldgamas
como maiz, ryegrass perenne y pino. A causa de la alogamia de estas ultimas, la
probabilidad de que un evento de recombinacion rompa un bloque de ligamiento
establecido es mucho mayor que en especies autdgamas. Sin embargo, en cebada la
extension del DL puede variar de forma importante con la historia evolutiva que

hayan tenido las poblaciones que se estén analizando (Caldwell et al., 2006).
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Alrededor del locus hardness Caldwell et al. (2006) encontraron que los cultivares
modernos presentaron una sustancial region en desequilibrio de ligamiento, opuesto a
lo encontrado en variedades criollas. Por otro lado, rapidas tasas de disminucion en el
DL también fueron encontradas por Morrell et al. (2005) en accesiones de cebada
salvaje. En aquellos genotipos que han pasado por algiin proceso de seleccion es
dable detectar reduccion de la variabilidad alélica en regiones gendmicas asociadas a
las variables objetivo, este hecho podria estar explicando el DL alrededor del locus
hardness. Por el contrario, en germoplasma que no ha experimentado fuertes
procesos de seleccion (cebada salvaje) es esperable lo encontrado por Morrell et al.
(2005), rapidas caidas en el DL, explicadas por la ausencia de un fuerte proceso de
seleccion (seleccion artificial).

La técnica del MA a partir del DL ha sido utilizada en trigo (Maccaferri et al.,
2005, 2008; Breseghello et al., 2006; Tommasini et al., 2007; Massman et al., 2011),
arroz (Agrama et al., 2007; Ordofiez et al., 2010), maiz (Buckler et al., 2006),
ryegrass (Skot et al., 2005), papa (Simko et al., 2004). Si bien no son muchos los
trabajos para cebada en mapeo asociativo utilizando desequilibrio de ligamiento
como base, han ido en aumento. Existen trabajos que han determinado las bases
genéticas para caracteres complejos como rendimiento (Comadran et al., 2008), su
estabilidad (Kraakman et al., 2004), cualidades malteras (Beattie et al., 2010), en
otros trabajos se analizaron los componentes genéticos de la vernalizacion (Cockram
et al., 2008), tolerancia al frio (Von Zitzewitz et al., 2011), tiempo a floracion
(Stracke et al., 2009), cualidades y resistencia a enfermedades como mancha borrosa
(Cochliobolus sativus) (Roy et al., 2010). Kraakman et al. (2006), trabajando con un
conjunto de 148 variedades europeas modernas, determinaron las bases genéticas
para un conjunto de variables: altura de planta, tiempo a floracion, resistencia a roya
de la hoja, resistencia al virus del enanismo amarillo (BYD), longitud del raquis, y
tamafio de la lodicula. La gran mayoria de los estudios en MA en cebada se han
concentrado en el analisis de variables de valor relativo para el Uruguay, siendo
escasos los trabajos sobre variables complejas como rendimiento y sus componentes,
las cuales ademas, deben estudiarse localmente por su alta interaccion con el

ambiente. Entre las ventajas que plantea el mapeo asociativo para plantas, en
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comparacion al andlisis clasico de QTL se encuentran: la utilizaciéon de una base
genética amplia, posibilidad de incluir un background genético mas representativo,
sin necesidad de la utilizacion de una poblacion segregante ni que esta sea
balanceada, elevada robustez en los resultados (debido a la utilizacidon de individuos
con alto numero de meiosis en su desarrollo y a la posibilidad de analizar grandes
tamafios poblacionales), mayor andlisis por locus (en poblaciones biparentales solo
se cuenta con 2 alelos por locus) y la posibilidad de utilizar informacion fenotipica

previamente colectada (Kraakman et al., 2004).

1.8. ASOCIACIONES ESPURIAS

La base del MA es la inferencia de que las asociaciones marcador-caracter
detectadas, se deban a una asociacion fisica entre el marcador y el o los genes
responsables de parte de la variacion detectada. Pero debido a que generalmente las
poblaciones utilizadas para MA son genéticamente amplias, es decir, que se espera
que exista un gran numero de recombinaciones entre los individuos y un elevado
numero de alelos por locus, la metodologia puede estar ocasionando fallas en la
estimacion de las asociaciones marcador — cardcter (asociaciones espurias o falsos
positivos). Una poblacion posee estructura cuando dentro de ella existen sub-
poblaciones que co-evolucionaron separadamente, lo suficiente como para contar con
extensas regiones genomicas propias. El hecho de que cada subgrupo de genotipos
posea regiones gendomicas propias, aumenta la probabilidad de detectar asociaciones
entre un caracter distintivo entre los subgrupos y varias de dichas regiones. Por lo
tanto, la estructura poblacional (Pritchard et al., 2000), puede provocar asociaciones
marcador — cardcter debidas a la estructura misma y no necesariamente a un
ligamiento fisico (Thornsberry et al., 2001).

Otra causa habitual de deteccion de falsos positivos son las relaciones de
parentesco entre los individuos. En este caso la confusion se debe a que ciertos alelos
de interés pueden ser idénticos por estado y no por descendencia (Yu et al., 2006).
Dos individuos en un locus poseen dos alelos idénticos por estado (IPE) cuando a

pesar de tener para ese locus alelos idénticos, no comparten ninglin ancestro comun,



13

por lo que no podemos afirmar que ambos alelos provengan de un nico genotipo, o
lo que es mas importante, no podemos estar seguros de que la region alrededor de ese
locus sea la misma en ambos individuos. Por el contrario, dos individuos en un locus
poseen dos alelos idénticos por descendencia (IPD), cuando en el pedigri de ambos
se puede detectar un ancestro comun, por lo que consideramos que dicho alelo
proviene de un mismo genotipo. Debido a que en la gran mayoria de los casos los
alelos marcadores con los que se trabaja en mejoramiento no son ni estdn dentro de
los genes funcionales de interés, la diferenciacion entre alelos IPE e IPD es muy
importante para asegurarnos que efectivamente ligado a nuestro marcador se
encuentre la region de interés (gen). Para corregir estos problemas se han propuesto
una serie de modelos que proporcionan estimaciones mas precisas, con mayor poder
y menor tasa de falsos positivos. Los primeros estudios recomendaban corregir por
asociaciones espurias debidas a la estructura de la poblacion utilizando inferencia de
estructura basada en modelos tales como los obtenidos con el software
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Este software estima la estructura existente en
una poblacion con metodologia bayesiana. Examinando las correlaciones genotipicas
de marcadores no ligados asigna un grado de pertenencia de cada genotipo a cada
sub-poblacion y ademds estima el numero de grupos (sub-poblaciones) en base al
incremento en la probabilidad de pertenencia de cada uno de ellos al agregar un
nuevo grupo. Este analisis permite estimar la proporcion del genoma de un individuo
que contribuye a cada sub-poblacion y esa informacion es la que contiene la matriz
Q. A esta metodologia se la llam6 el modelo Q. Yu et al. (2006) propusieron la
utilizacion de modelos mixtos para corregir por un lado las asociaciones espurias
causadas por la estructura, y por otro lado, aquellas causadas por el relacionamiento
entre los individuos. Ellos propusieron la utilizacion de un modelo Q+K, donde Q es
la matriz de estructura de efectos fijos (aportada por STRUCTURE por ejemplo) y K
es la matriz de coancestria (o relacionamiento) entre individuos de efectos aleatorios.
La matriz K puede ser formada tanto por informacion de pedigri como por
informacion genotipica a partir de alelos marcadores compartidos entre los
genotipos. El uso de modelos mixtos ha resultado efectivo para la deteccion de genes

en maiz (Parisseaux y Bernardo, 2004; Arbelbide et al, 2006) y estudios de
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simulacion han demostrado que el mapeo genético mediante modelos mixtos es util
en especies autdogamas (Arbelbide et al., 2006). La utilizacion de modelos mixtos
permite estimaciones adecuadas incluso con poblaciones pequefias siempre que el
numero de marcadores sea grande y el tamafio poblacional lo suficientemente grande
como para estimar la estructura de la poblacion y el grado de relacionamiento de los

individuos (Yu et al., 2006).

1.9. ESTUDIOS GENOMICOS DE CEBADA EN URUGUAY

El desarrollo de estudios en gendmica de cebada en Uruguay, con énfasis en el
germoplasma utilizado en mejoramiento y sobre las variables de interés local, ha sido
reducido. El primer estudio de diversidad a nivel molecular fue realizado a partir de
la conformacion de una coleccion nacional de germoplasma, utilizando una muestra
reducida de materiales caracterizados mediante RAPDs (Balbi et al, 1995).
Capdevielle (1999) identific6 marcadores asociados a calidad maltera (porcentaje de
extracto), utilizando lineas avanzadas de la poblacion Defra x Quebracho. Albin
(2005) estudi6 la diversidad existente en genotipos con diferentes niveles de
resistencia a mancha borrosa (Cochliobolus sativus) utilizando marcadores RAPDs
para caracterizar los patrones de diversidad genética y marcadores microsatélites
(SSRs) para realizar una descripcion preliminar de la diversidad mediante genotipos
graficos. Gomez (2005) estudio la diversidad alélica para el gen Bmyl, que codifica
beta-amilasa, en lineas avanzadas de los programas nacionales de mejoramiento y
variedades en evaluacion oficial. Castro et al. (2008) determinaron los componentes
genéticos de la fenologia de la poblacion BCD47/Baronesse (dos genotipos similares
en cuanto a perfiles de crecimiento y desarrollo) mediante andlisis de QTL. En la
misma poblacion Castro et al. (2010) encontraron regiones con efectos de QTL
coincidentes para dormancia de la semilla, sensibilidad al agua y caracteres de
calidad maltera.

En sintesis, si bien en Uruguay ha habido interés en atender la problematica,

teniendo la certeza de que la gendmica tiene su sitio ganado como insumo basico en
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el desarrollo de nuevos genotipos que superen limitantes de produccion, es una
herramienta poco explorada a nivel nacional. Internacionalmente, la cebada es uno de
los cultivos con mayor desarrollo en gendmica, pero en el Uruguay la utilizacion de
esa informacion como apoyo en los programas de mejoramiento, si bien es de libre
acceso al publico, estd limitada basicamente por dos causas: varias de las variables
objetivo a nivel local no estan incluidas en los andlisis y el germoplasma incluido no
es representativo del utilizado en el mejoramiento nacional.

La generacion de informacion referente a las bases genéticas de las variables
agrondémicas de mayor importancia para la adaptacion del cultivo de cebada en
Uruguay puede ser un insumo de importancia para el desarrollo de estrategias mas
eficientes para la obtencién de genotipos superiores. Con ese objetivo, el presente
trabajo busca establecer la ubicacion de efectos alélicos significativos para variables
de importancia agrondmica para la cebada en Uruguay. Para esto se analizaron 76
genotipos representativos del germoplasma que ha sido utilizado a nivel local, el cual
se ha caracterizado genotipicamente con 1033 marcadores SNPs y para aislar las
asociaciones marcador - caracter de los posibles efectos de estructura poblacional y
confusion de identidad alélica ocasionados por el método de mapeo, se utilizd el
modelo lineal mixto QK propuesto por Yu et al. (2006).

Una de las posibles limitantes que presenta este trabajo para cumplir con los
objetivos planteados es el bajo tamafio poblacional utilizado. Pequefias poblaciones
(alrededor de 100 genotipos) en andlisis de QTL son a menudo la causa principal de
la pérdida de poder de deteccion de muchas asociaciones marcador — caracter
(Melchinger et al., 1998), ademas de la sobreestimacion de los efectos de las
asociaciones detectadas, imprecision en la ubicacion de los QTL y aumento de la tasa
de deteccion de falsos positivos. Si bien esto es correcto, utilizando poblaciones
pequeiias para MA, aumenta en cierto grado el DL dentro de la poblacién (Hamblin
et al., 2010), favoreciendo de esta forma el poder de deteccion de QTL (Bradbury et
al., 2011). Por lo tanto, creemos que los estudios con poblaciones pequefias podrian
en algunos casos, presentar menor poder de deteccion que aquellos con grandes

poblaciones, pero no por ello favorecer la tasa de falsos positivos.
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Pensamos que nuestro estudio tiene como puntos fuertes el relativo alto
nimero de marcadores y el uso de informacion de pedigris complejos que permite
utilizar el nivel de relacionamiento entre los individuos para mejorar las estimaciones
de las regiones gendmicas.

Se espera que este aporte sea un escalon mas hacia un uso mas eficiente del
mejoramiento en el cultivo, teniendo ademas la posibilidad de un uso mas fluido de

las herramientas en gendmica desarrolladas a nivel internacional.
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2. GENOME-WIDE ASSOCIATION MAPPING OF AGRONOMIC TRAITS
IN RELEVANT BARLEY GERMPLASM FOR URUGUAY

2.1. SUMMARY

The genetic basis of agronomic traits determining adaptation to specific production
conditions is key to the improvement of crops, including malting barley (Hordeum
vulgare L.). The aim of this study was to determine, the genome-wide genetic
components associated with agronomic phenotypes of local and global significance
in a population of 76 barley genotypes that have been introduced into Uruguay in
different chronological periods. The phenotypic database was obtained from five plot
trials, planted in two years and two locations, where a total of 13 agronomic traits
were determined. The population was genotyped with 1033 polymorphic SNP
markers. We found a total of 79 quantitative trait loci (QTL) for all the
trait/experiment combinations analyzed. The highest concentration of QTL was
detected on chromosomes 2H and 4H. Most QTL were detected for grain plumpness
and weight. Two (linkage disequilibrium) LD blocks associated with a large number
of traits were detected on 2HS. The most distal LD block was compose of three
haplotypes, possibly derived from three ancestors of different geographical origin.
We also detected three genomic regions in different chromosomes (2H, SH and 7H)
in LD between them, associated with agronomic traits. This study provides a
contribution to the understanding of the genetics of barley adaptation in the Southern

cone of South America.

Keywords: Association mapping — Agronomic adaptation — Quantitative trait loci

(QTL) — Linkage disequilibrium mapping — SNP — Malting barley



18

2.2. RESUMEN

Las bases genéticas de las caracteristicas agrondmicas que determinan la adaptacion
a las condiciones de produccion especificas es un aporte fundamental para el
mejoramiento en cualquier especie agricola, incluyendo la cebada cervecera
(Hordeum vulgare L.). El objetivo de este estudio fue determinar dichos
componentes genéticos mediante cartografia por desequilibrio de ligamiento (DL) en
una poblacion de 76 genotipos de cebada representativa del pasado y presente del
germoplasma en Uruguay. La base de datos fenotipicos se obtuvo en cinco ensayos
parcelarios sembrados en dos afios y en dos localidades, donde se midieron 13
variables agronomicas. La poblacién fue caracterizada genotipicamente con 1033
SNPs. Se encontraron 79 loci de efecto cuantitativo (QTL) para todas las
combinaciones entre ensayos/caracteres analizadas. Los cromosomas con mayor
nimero de QTL detectados fueron el 2H y el 4H. El peso y el tamafio de grano
fueron las variables con mayor nimero de QTL detectados. Dos bloques de
marcadores en desequilibrio de ligamiento (DL) asociados a un gran nimero de
caracteres se observaron en el cromosoma 2HS. En el mayor, se identificaron tres
haplotipos, posiblemente provenientes de tres ancestros comunes con diferente
origen geografico. También se detectaron regiones genomicas en DL entre los
cromosomas 2H, SH y 7H, en algunos casos asociadas a caracteres agrondmicos.
Creemos que este estudio contribuye significativamente al entendimiento de la

genética de la adaptacion agrondmica de cebada en el cono sur de América del Sur.

Palabras clave: Mapeo asociativo — Adaptacion agrondomica — QTL (Quantitative

trait loci) — Mapeo por desequilibrio de ligamiento — SNP — Cebada cervecera
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2.3. INTRODUCTION'

Barley (Hordeum vulgare L.) is the fifth most important cereal crop in terms of
total world production (FAO, 2009, verified 19 July 2011), and the second most
important spring crop in Uruguay, after wheat (MGAP, 2010, verified 19 July 2011).
It is mainly used as a source of malt for brewing, which imposes several restrictions
in terms of quality requirements. In order to provide farmers with an economical
alternative, the continuous availability of adapted genotypes with increasing yield
potential and malting quality is essential. Therefore, the knowledge of the genetic
basis of traits associated with crop adaptation and yield potential in relevant
germplasm for Uruguay is a key factor for the efficient development of improved
cultivars.

Barley is planted in Uruguay in June/July and harvested in November. Winter
are mild and temperatures increase rapidly during the spring, so late anthesis leads to
grain filling under unfavorably high temperatures, decreasing yield and grain quality.
Under these climatic conditions, certain agronomic traits become restrictive for
obtaining high yields. Total biomass production is similar to values achieved in
regions considered of higher yield potential for spring barley as Western Europe
(Castro et al. 1997). Yield however, is significantly lower, showing that biomass
partition (measured by the harvest index) rather than biomass production is the
bottleneck for achieving high yield. During grain filling, sink capacity limits the
yield potential of barley (Gallagher et al. 1995; Dreccer et al. 1997; Bingham et al.
2007) and wheat (Borras et al. 2004). Slafer et al. (1994) conclude that grain yield of
wheat is either sink-limited or co-limited by both source and sink but never source-
limited. Considering that, it may be biologically possible to increase sink capacity
through the increasing of the number of grains per unit area and/or its weight
(Abeledo et al. 2002). The increase in number can be achieved through an increase
of the number of spikes per area and/or an increase in the number of grains per spike.
Other traits providing agronomic adaptability are heading date and grain filling.

There is evidence in barley (Castro et al. 1997) and wheat (Loss and Sidique 1994)

! Este trabajo sera enviado para su publicacion a la revista Molecular Breeding.
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that in cultivars with similar length of the emergence-physiological maturity period,
harvest index and yield are negatively correlated with anthesis time and positively
correlated with the duration of the grain filling period. Finally, the control of plant
height can be used to reduce yield losses arising from lodging, therefore increasing
harvest index (Bezant et al. 1996). Although in this geographic region agronomic
traits such as plant height, spikes per area, grains per spike, grain weight, harvest
index, flowering time and duration of grain filling were reported as key factors
determinig barley agronomic adaptation (Castro et al. 1997), there is limited
knowledge about their genetic basis in the germplasm used in the region.

QTL mapping and more recently genome-wide association (GWA) mapping
are the main tools used for the study of the genetic basis of complex characters. The
latter has become feasible with the availability of abundant high-density maps of
molecular markers. The technique, developed for its use in species that preclude the
development of balanced populations (Flint-Garcia et al. 2003), is based in the
detection of significant linkage disequilibrium (LD) between a molecular marker and
a phenotypic trait (Gupta et al. 2005). Among the advantages presented by this
method for plants as compared to classical QTL analysis are the use of a broad
genetic base, the possibility of including a more representative genetic background
(as it does not need a segregating or balanced population), the higher robustness of
the results and the possibility of use of phenotypic information previously collected
(Kraakman et al. 2004).

The genetic components determining agronomic traits were studied using QTL
analysis in several mapping populations: Blenheim/E224/3 (Barua et al. 1993),
Steptoe/Morex (Hayes et al. 1993), Igri/Triumph (Laurie et al. 1995), Tysofte
Prentice/Vogelsanger Gold (Kjaer and Jensen 1996), Harrington/TR306 (Tinker et
al. 1996), Blenheim/Kym (Bezant et al. 1997), Vada/L94 (Qi et al. 1998),
Prisma/Apex (Yin et al 1999), Chevron/M69 (de la Pefa et al. 1999),
Harrington/Morex (Marquez-Cedillo et al. 2000), Brenda/HS584 (Li et al. 2006). A
more detailed review is available at

http://barleyworld.org/northamericanbarley/QTLsum9150x.htm (verified 19 July

2011). However, most of the QTL reports refer to a limited number of easily
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measurable traits such as plant height and heading date and the germplasm used is
not representative of South America.

GWA mapping has been applied in barley. The focus has been on yield
(Comadran et al. 2008), stability (Kraakman et al. 2004), vernalization requirement
(Cockram et al. 2008), low temperature tolerance (Von Zitzewitz et al. 2011),
phenology (Stracke et al. 2009), spot blotch resistance (Roy et al. 2010), fusarium
head blight resistance (Massman et al. 2011) and plant height, heading date, leaf rust,
barley yellow dwartf virus (BYD) resistance and morphological traits (rachilla hair
length, lodicules size) (Kraakman et al. 2006). There are very few GWA studies
focused on mapping complex traits such as yield and none for many of the key
components of the agronomic adaptation of barley in the southern cone of South
America.

The objective of this research is to determine the genetic regions associated to
traits for the adaptation of barley to Uruguayan environmental conditions and their
genomic location, in relevant germplasm for spring malting barley breeding in spring
barley breeding germplasm. We used a germplasm collection representative of barley
breeding in Uruguay, a throughout genotypic and phenotypic characterization and

appropriate GWA analysis tools.
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2.4. MATERIALS AND METHODS

2.4.1. Plant Material and Phenotyping

We used a population of 76 spring barley genotypes, mostly two—row (except
from two six-row genotypes: Karl and Atlas 57), consisting of historical varieties
commercially used in Uruguay, advanced lines from breeding programs, ancestors
present in the pedigree of several varieties used in the country and malting quality
sources (Table 1). The population was characterized in five field experiments,
planted at two locations in Uruguay. Three experiments were planted at Paysandu
(Experimental Station 'Dr Mario A. Cassinoni', 58° 03'W, 32° 55'S) the 16™ of July
of 2007 (Pay07), the 24™ of June of 2008 (Pay08a) and the 4™ of August of 2008
(Pay08b). The other two experiments were planted at Ombues de Lavalle (57° 50'W,
33° 55'S) the 9" of July 0f 2007 (Col07) and 10™ of July of 2008 (Col08).

We evaluated thirteen agronomic traits: plant height (PH(y)), yield (YLD(Kg ha-
1)), biomass (BM(Kg ha-1)), harvest index (HIN), grain plumpness measured as the
percentage of grains with larger diameter than 2.8 mm (GP2) and percentage of
grains with larger diameter than 2.5 mm (GPI), weight of 1000 grains (TGW(®)),
spikes per squared-meter (SPMz), grains per spike (GS), grains per squared-meter
(GM?), coefficient of variation of grains per spike (CVGS(%9), time to anthesis (HD)
and duration of grain filling period (GF) both measured in days.

The plot size in Col07 and Col08 was 2.5 m” (5m long, 3 rows separated by
0.15m), while that Paysandu experiments, the plot size was 3.6 m’ (4m long, 6 rows
separated by 0.15m.

The experimental design was an augmented unreplicated o-lattice with 15
random incomplete blocks, with six repeated checks in five replications. The trials

were kept free of weeds and diseases by spraying with agrochemicals.
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2.4.2. Genotyping

DNA for genotyping was extracted of each genotype. Leaf segments (5-8 cm
lengths) from 2-week-old seedling were cut and freeze-dried in 2.0 ml Eppendorf
tubes. DNA was then extracted following a modified sodium dedecyl sulphate (SDS)
method (Pallota et al. 2003). The general quality and quantity of DNA was verified
on a 0.8% agarose gel.

For the genotypic characterization the first barley oligonucleotide pool assay
(BOPA 1) was used, established for the Coordinated Agricultural Project (CAP)

(www.barleycap.org.uy) containing allele-specific oligos for a set of 1536 SNPs,

following the protocols of Illumina’s GoldenGate Bead Array Technology (Illumina,
San Diego, CA, USA) (Fan et al. 2003; 2006; Olliphant et al. 2002). SNP genotyping
was done at the University of Minnesota. Details on the development of the OPAs
are described elsewhere (Close et al. 2009; Szics et al. 2009).

To eliminate any markers with potential errors in allele calls, we removed all
markers and individual with more than 10% missing data points. Each marker with
less than 10% minor allele frecuency was also excluded. The estimated positions of
the SNPs are based on the consensus map developed by Close et al. 2009, and are
available by downloading the 1.77 version of the barley HarvEST database
(http://harvest.ucr.edu; verified 19 July 2011). The SNPs were refered to the bins
described by Kleinhofs and Graner (2001).
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Table 1 Composition of the population based upon country of origin, time of release

and germplasm type.

Genotype Country of Year® Germ." Genotype Country of Year® Germ."
origin origin
Baronesse Germany 1989 CULT Logan USA 1994  CULT
Berolina Germany 1984 CULT ND14016 USA 1994  EXPL
Bido Germany 1960 CULT ND14600 USA 1993  EXPL
Cheri Germany 1987 CULT ND15140 USA 1994  EXPL
Clivia Germany 1985 CULT ND 10277  USA 1994  EXPL
Danuta Germany 2000 CULT Aurore France 1993  CULT
Defra Germany 1984 CULT Beka France 1954  CULT
Haisa Germany 1939 CULT PL. Archer  U. Kindom 1914  CULT
Isaria Germany 1924 CULT Diamant C. Republic 1965  CULT
Lisa Germany 1969 CULT Hanna C. Republic 1895  CULT
Piroline Germany 1957 CULT Perun C. Republic 1987  CULT
Scarlett Germany 1995 CULT Gull Sweden 1913  CULT
Trumpf Germany 1973 CULT Ymer Sweden 1985  CULT
Union Germany 1955 CULT Ambev 488 Uruguay 2003 CULT
Villa Germany 1965 CULT C 8730 Uruguay 1999  EXPL
Volla Germany 1957 CULT C 8806 Uruguay 1999 EXPL
WMR I Germany 1930 EXPL C 8828 Uruguay 2002 EXPL
Ana Argentina 1978 CULT C 9035 Uruguay 2002  EXPL
Bonita Argentina 1973 CULT C9038 Uruguay 2002  EXPL
FNC1-22 Argentina 1982 CULT C 9046 Uruguay 2002  EXPL
Magnific 102 Argentina ND CULT C 9053 Uruguay 2002  EXPL
Magnific 104  Argentina ND CULT Co9172 Uruguay 2003  EXPL
Malt. Heda Argentina 1943 CULT C9173 Uruguay 2003  EXPL
Q. Ayelen Argentina 1996 CULT C 9205 Uruguay 2003 EXPL
Q. Pampa Argentina 1982 CULT C9315 Uruguay 2004 EXPL
Clipper Australia 1968 CULT C 9528 Uruguay 2006 EXPL
Prior Australia 1903 CULT C9616 Uruguay 2007 EXPL
Quebracho Australia 1990 CULT Carumbe Uruguay 1998  CULT
Stirling Australia 1982 CULT CLE 176 Uruguay 1999  CULT
Br2 Brazil 1999 CULT CLE 178 Uruguay 1999  CULT
Mn 599 Brazil 1988 CULT CLE 202 Uruguay 2001  CULT
Mn 610 Brazil 1990 EXPL CLE 203 Uruguay 2001  CULT
Harrington Canada 1981 CULT CLE 226 Uruguay 2005 CULT
Kenia Denmark 1931 CULT CLE 232 Uruguay 2005 EXPL
Atlas 57 USA 1959 CULT CLE 233 Uruguay 2005 CULT
BCD 47 USA 2000 CULT Dayman Uruguay 1999  CULT
Bowman USA 1984 CULT FNC 1 Uruguay 1981 CULT
karl USA 1974 CULT FNC 6-1 Uruguay 1987 CULT

*Year of release. For the EXPL, the likely date of release was estimated as the year

when they completed three years of evaluation in official tests. ND: no data.

"Type of germplasm: CULT: Genotype used as a commercial cultivar, EXPL:

experimental line.
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2.4.3. Kinship and Population Structure

The population structure was estimated by developing a matrix of population
structure (Q matrix) using the program STRUCTURE version 2.2 (Pritchard et al.
2000). To estimate the number of groups were we used three runs of 10000
simulations after discarding 10000 burnin simulations for values of K between 1 and
10. To incorporate the possibility of linkage between the markers we used the
Linkage model. (Falush ef al. 2003). According to tht criteria proposed by Pritchard
et al. 2000, in which the resolution of the number of group were established based on
the least number of them that produces a significant increase in the probability of
belonging to the groups, four groups were established. The probability of belonging
to each group (Q”) was then estimated with 100000 simulations after discarding
10000 burnin simulations.

From pedigree data, kinship relationships among individuals was estimated
using coancestry coefficient (f) (Malecot 1949), with the procedure developed by
Condén (2006). A cluster analysis to group genotypes using a dissimilarity
coefficient based on pedigree information was performed in SAS statistical software
(SAS Institute, 2004). We used the Ward method (Ward 1963) of clustering to group
similar genotypes based on coancestry. It is a hierarchical method that groups
lines producing the least increase in the sum of squares within groups (Manly 1988).
The cubic clustering criterion and pseudo-F were used to decide on the number of
groups (SAS Institute, 2004; Franco et al. 2005). Pedigree data were obtained from
cultivar descriptions, records of local breeding programs, personal communication
with breeders, databases available on line (GRIN: http://www.ars-grin.gov/npgs/;
CPRO: http://www.cpro.dlo.nl/cgn/database/, Nordic Gene Bank (NGB):
http://tor.ngb.se/Databases/, the  Bayerische = LFL:  http://www.lfl.bayern.
de/ipz/gerste/09740/), and published records (Baum et al. 1985, Arias et al. 1983;

Fitzsimmons and Wrigley 1984; Luizzi and Castro 1992).
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2.4.4. Phenotypic Analysis

Phenotypic results were analyzed using the following model:
Yiju=Gi+ E;+ TE g + By g+ Sbl gy + eju
where: G; = effect of i-th genotype, E; = effect of j-th trial, GE;) = effect of
interaction between the i-th genotype and j-th trial, By = incomplete block within
trial, Sbl = sub-block within trial, eijkl = experimental error. G, E and GE are fixed
effects and the other are random effects. The analysis was performed using PROC
MIXED in SAS 9.0 (SAS Int. 2004). The least square means of all traits and all

genotypes in each trial were used for association analysis.

2.4.5. Association Analysis

To determine the associations between molecular markers and quantitative

traits the following linear mixed model was used:

y=Xp+0Ov+Ku+e

where X is the matrix of molecular markers, £ is the vector of parameters related to
the simple regression of the markers on the phenotype, Q is the matrix structure that
gives the probability of belonging of each individual in a sub-population, v is a
vector of effects of each group or sub-population, K is the identity matrix, u is the
vector of background polygenic effects, e is the vector of random errors. The analysis
was performed using TASSEL, version 2.0.1 (Bradbury ef al. 2007). The model used
was the mixed linear model (MLM, Q + K) (Yu et al. 2006).

By considered the existence of significant trait-marker association a false
discovery rate (FDR) (Benjamini and Hochberg 1995) of p<0.05 was used. The
criteria used to define a QTL was to detect a significant marker/trait association with
an FDR of p<0.05, and considering marker—trait associations for the same trait with a
linkage distance lower than a 10-12 ¢cM and LD (measured as r* from pair-wise

analysis) higher than 0.20 as part of the same QTL.
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2.5. RESULTS

2.5.1. Genotyping

From the 1536 SNP, 1033 were informative for analysis. The average marker
density was 1.08 cM/marker. The chromosome with the highest marker density was
1H (0.90 cM/marker) and the one with the lowest density was 7H (1.43 cM/marker).
Gaps larger than 3 ¢cM without markers were found in Bins 4 and 8 on chromosome

1H and in the Bins 9 and 10 on chromosome 7H.

2.5.2. Structure and Relatedness of the Germplasm

A total of five major groups were identified based on information of
relatedness between individuals (pedigree) of the population estimated by the
coefficient of coancestry (f) (Fig. 1). One group group includes the variety
Quebracho (of Australian origin), the old variety Ymer (which is in Quebracho
ancestry) and their offspring (Group 1). Another group is composed mainly by
genotypes from the North Dakota State University (NDSU) breeding program and
their offspring (Group 2). The third group consists mainly of dwarf European
genotypes. The fourth group includes other European genotypes and their offspring.
The last consists of genotypes without a significant degree of kinship. The f of the
population ranged from 0 to 0.939, averaging 0.064.

The analysis of the population genetic structure (using Bayesian methods in
STRUCTURE) indicated an optimum number of four groups (Fig. 1). The grouping
was relatively consistent with that made with the pedigree data. We could identify
the groups with materials mostly from North Dakota, the group with Quebracho,
Ymer and his descendants, the group with semi-dwarf European genotypes and their

offspring and the group with European genotypes.
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Fig. 1 STRUCTURE output for K = 4 and dendogram of the genotypes according to their
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each one of the four clusters. Black: Group 1, Gray: Group 2, White: Group 3, Degraded:
Group 4. The numbers to the right of the genotype names correspond to the group with
largest probability of belonging. Genotypes without number could not be awarded to any

group. The center of figure: the bar segments represent the groups formed based on the cubic
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clustering criterion and pseudo-F function of SAS 9.0 (SAS Inst. 2004) from pedigree data.
To the right of the figure: dendrogram constructed from pedigree information using Ward
method (Ward 1963) and inferred population structure base on 1033 SNP markers using
STRUCTURE.

2.5.3. Phenotyping and Genome-Wide Association Mapping

Environmental conditions at both locations (Paysandii and Ombues de Lavalle)
showed variations between years, both in temperature and rainfall (Fig. 2).
Temperatures during 2007 were generally lower than the historical average. Rainfall
was also lower than the historical average except from October, when it was
significantly above the average. For 2008, temperatures were above and rainfall
below the historical averages. Col07 and Col08 were the experiments with lowest
yield (Table 2). Correlation between traits was different in these two experiments
compared with the ones at Paysandu (Table 3). Low-yielding conditions reflected in
SPM’ and GS averages, while TGW and HIN showed some level of compensation
(Table 2). Grain size and weight (TGW, GPI and GP2) did not correlate with GS at
Ombues de Lavalle and had a significant and negative correlation at Paysandu. For
the experiments at Paysandu, early planting experiments (Pay07 and Pay 08a) had a
significant and positive correlation between 7GW and GF, while the late planting
experiment (Pay08b) showed lower correlation between these traits (Table 3).

A total of 79 QTL were detected for the trait/experiment combinations (Table
4). The p-value equivalent to a FDR of p<0.05 for the tests ranged from 0.0013 for
HIN in Pay08b to 0.00000018 also for HIN in Pay08a, averaging 0.00024 for all
significant associations. Significant QTL were detected for all traits studied, with an
average of 6.1 per trait. Most of the QTL (53 out of 79) were detected in the
experiments conducted at Paysandi (Pay07, PayO8a and Pay08b). A much lower
number of QTL (13) was detected in experiments Col07 and Col08, and 13 QTL
were detected in both locations. In many cases the effects were significant in only
one environment, but there were no cross-over between favorable alleles in different

environments.
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Fig. 2 Rainfall (bars) and temperature (lines) in Ombues de Lavalle (light gray) and

Paysandu (black). a) 2007, b) 2008, ¢) historical averages.



Table 2 Least square means and variations coefficient (in parenthesis) of the traits by

experiment.

Trait

YLD (ton/ha)
GM (thousand)
SPM*

GS

TGW ()
BM (ton/ha)
HIN

GP2 (%)
GP1 (%)
CVGS

HD (days)
GF (days)
PH (cm)

31

Experiments

Col07 Col08 Pay07 Pay08a Pay08b
2.46(25.2) 1.93(242)  3.72(17.1)  5.10(15.9) 4.58 (17.2)
6.68 (23.8) 4.94 (20.5) 10.2 (16.7) 13.93 (13.5) 12.98 (14.7)
380.0 (23.6) 241.3(22.0) 511.6(23.8) 533.2(15.1)  583.2(18.7)
178 (17.1)  20.7(124)  20.7(21.1)  26.4(13.0) 22.7(16.1)
36.53(9.52) 39.50(12.7) 37.18(10.6)  36.6(11.9) 352 (11.4)
4.89(23.8)  3.91(13.6) 10.00(13.3)  17.05(9.5) 11.19 (7.9)
0.41 (13.1) 0.40 (21.5) 0.32 (14.8) 0.30 (14.8) 0.37 (15.0)
478 (37.7)  30.6(73.9)  48.4(40.0)  51.1(44.7) 40.6 (45.7)
86.0 (10.5)  752(28.8)  82.7(142)  81.9(17.4) 76.5 (18.4)
27.6(29.9)  19.8(25.5)  243(38.8)  13.7(20.2) 16.5 (27.8)

ut ut 73.3(7.0) 81.9 (6.3) 65.0 (6.8)

ut ut 39.6(9.5)  40.3(10.7) 32.6 (16.9)

ut ut 68.7 (8.3) 83.7(20.2) 62.3 (11.5)

ut: unmeasured traits
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Table 3 Phenotipic correlation matrix by experiment of the traits analyzed in the

population grown in Ombues de Lavalle (Col07 and Col08) and Paysandu (Pay07,

Pay08a and Pay08b).
Traits GM? SPM*  GS TGW BM HIN GP2 GP1 CVGS  HD! GF! PH!
YLD Pay07 0.78~ 0.62+ -0.17 0.35~ 0.64+ 057= 045+~  047=  -0.07 -0.16-  0.21- -0.01
Colo7 0.91+ 0.67+  0.29~ 0.31~ 0.85+  0.41~  0.23 0.28~ -0.38+ ut ut ut
Pay08a  0.66+ 0.67-  -0.05 048~ 031~ 0.82=~ 055~ 061~ -020- -0.14 0.12 -0.35+
Pay08b  0.73+ 0.69~ -0.21 0.54=  0.71= 0.84=~ 0.65~  0.61= -0.24 -0.60-  0.09 -0.21
Colos 0.70+ 0.61+ -0.01 0.46- 059+  0.60~  0.44~  0.43=  -0.11 ut ut ut
GM? Pay07 1 0.54~  0.11 -0.26+  0.64~ 031«  -0.09 -0.07 -0.26+  0.25- -0.19 0.04
Col07 1 0.74~  0.33= -0.07 0.81~ 032~ -0.10 -0.01 -0.34= ut ut ut
Pay08a 1 0.74~ 027 033 0.8 0.53~  -0.16 -0.04 -0.03 0.35~ -0.24 -0.46+
Pay08b 1 0.69  0.05 -0.17 0.55+  0.64=  0.05 0.01 025+ -0.11 -0.12 -0.24+
Colos 1 0.85+  0.06 -0.07 0.48+  0.68~ -0.01 0.01 -0.03 ut ut ut
SPM? Pay07 1 -0.71 0.17 0.32+ 046+~ 032+ 037~ 0.38~  -0.28 030«  0.00
Colo7 1 -0.34 -0.07 0.73~  0.11 -0.09 0.07 -0.07 ut ut ut
Pay08a 1 -0.40% -0.03 0.05 0.63+  0.11 0.20 021~ 0.8 -0.21 -0.52w
Pay08b 1 -0.65+ 0.15 0.41+  0.67=  0.33~ 0.32~ -0.11 -0.28+  0.03 -0.20
Col08 1 -0.45w -0.01 0.38~ 059~  0.02 0.06 0.14 ut ut ut
GS Pay07 1 -0.45+  0.05 028  -047= 052« -057~ 045« 048« 0.02
Colo7 1 -0.02 0.15 019+  -0.05 -0.14 024+ ut ut ut
Pay08a 1 -0.37- 0.8 020  -0.34~  -0.34~  0.31- 0.17 -0.04 0.12
Pay08b 1 -0.39~ -0.06  -0.24- -041= -045= 0.010  0.18 -0.07 -0.03
Colo8 1 -0.10 0.05 0.01 -0.06 0.12 021+ ut ut ut
TGW Pay07 1 -0.06 046+ 0.87= 086+  0.28 -0.61++  0.63=  -0.12
Colo7 1 0.09 0.36+  0.82+  0.75~  -0.17 ut ut ut
Pay08a 1 0.15 0.44~  0.89=  0.84~  -0.19-  -0.61~ 042~  0.11
Pay08b 1 0.34~ 049~ 089~ 087~  -0.04 .67+ 0.28~ -0.01
Colos 1 0.32+  0.35+  0.90~  0.88=  -0.12 ut ut ut
BM Pay07 1 021 002 0.03 028 014 -0.13 0.14
Col07 1 -0.06 008 0.19 -0.21 ut ut ut
Pay08a 1 020 010 0.12 0.04 0.17 -0.09 0.07
Pay08b 1 0.33 044~ 041~  -013 -0.41+  -0.02 -0.01
Colos 1 002 023 0.25- -0.01 ut ut ut
HIN Pay07 1 0.54~  0.54=  0.24 -0.32= 040~  -0.07
Colo7 1 0.26+ 0.18 -0.40= ut ut ut
Pay08a 1 0.55+  0.62=  -0.21-+  -0.20-  0.08 -0.42w
Pay08b 1 0.59+  0.56=  -0.22 -0.51+ 0.5 -0.30~
Colo8 1 0.42- 039~  -0.10 ut ut ut
GP2 Pay07 1 0.94=  0.34~ -0.61=~ 0.62=~  -0.09
Col0o7 1 0.89++ -0.16 ut ut ut
Pay08a 1 0.94~  -0.23-  -058~ 0.37+  0.05
Pay08b 1 093~  -0.07 -0.68~  0.21- -0.05
Col08 1 0.85~  -0.14 ut ut Ut
GP1 Pay07 1 0.38+  -0.60~ 062+  -0.08
Col0o7 1 -0.18 ut ut ut
Pay08a 1 -0.22 0.44=  0.27~ -0.10
Pay08b 1 0.01 -0.60=  0.28~ -0.08
Col08 1 -0.10 ut ut ut
CVGS  Pay07 1 -0.39+  0.36~ -0.03
Col07 1 ut ut ut
Pay08a 1 0.04 0.09 0.13
Pay08b 1 -0.01 0.08 -0.05
Col08 1 ut ut ut
HD' Pay07 1 -0.88=  -0.09
Col07 1 ut ut
Pay08a 1 -0.85+  -0.31-
Pay08b 1 -0.30-  0.22-
Col08 1 ut ut
GF! Pay07 1 0.07
Colo7 1 ut
Pay08a 1 0.22
Pay08b 1 -0.11
Col08 1 ut

! Traits measured only in the environment: Pay07, Pay08a and Pay08b.

*p value < 0.05, **p value < 0.01, ***p value < 0.001.
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A relatively high proportion of the QTL were detected for grain-related traits.
For GP2, a total of fourteen QTL were detected in all chromosomes except 1H and
nine QTL were detected for GPI on four chromosomes (Table 4). In the case of
TGW a total of eleven QTL were detected in all chromosomes except 3H. Several of
the QTL for GP1, GP2 and TGW were coincident. The most significant association
was detected with the marker 11 20748 located on the short arm of 2H (56.3cM),
which was associated significantly with GP2 and GPI for all the experiments, with
p-values always lower than 0.001 and in some cases lower than 0.000001. Of all the
genotypes analyzed, seventy-one percent have the favorable allele for this marker.
For TGW, this marker was significantly associated in Pay07 (p < 0.0001), PayO8b (p
<0.000001) and Pay08a (p < 0.00001). This marker was found in LD (r2> 0.2) with a
group of four neighboring markers (11 20891, 11 21388, 11 11522, 11 _10422), but
only 11 20891 was significantly associated with the same variables (with a r* = 0.82
with 11 _20748) (Fig. 3a).

For YLD eight QTL were detected at three experiments (Col07, PayO8a and
Pay08b) on five chromosomes (Table 4). No yield QTL was detected in Pay07 and
Col08. Only one QTL was detected in more than one environment: the one detected
on chromosome 1H (11 11509, 135.6 cM) for Pay08a (p < 0.0001) and Pay08b (p <
0.00001). Fifty-three percent of the genotypes analyzed had the favorable allele for
this marker.

The traits with the lower number of detected QTL were GS and CVGS. Only
one region with significant QTL effects was detected for each trait. The QTL
associated to GS was on the short arm of 2H (11 _21166, at 66.8cM) in Pay07 (p <
0.0001), while the QTL associated to CVGS was detected on chromosome 6H
(11_10331, at 81.2cM) in Pay08a (p < 0.0001). The favorable allele of 11 21166
(associated with GS) was present in fifty-three percent of the genotypes and the
favorable allele of 11 10331 (CVGS) was present in only nineteen percent of the
genotypes.
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Trait* Chr®  Marker® M Bin®  Col07" Pay07" Col08" Pay08a’ Pay08b’ Population” Reference
p ase® p ase® p ase® p ase® ase®
YLD 1H 11_11509 135.6 11 NS NS NS oK 380.3 oK 448.4 Steptoe/Morex Hayes et al. 1993
Brenda/HS584
2H 1120748 56.3 5 NS NS NS NS ok 419.4 Brenda/HS584 Li et al. 2006
A. Mapping Comadran et al. 2008
A. Mapping Psawarayi et al. 2008
oH 1110656 1283 9 S 312.5 NS NS NS NS Tysofte/Prentice/Vogensalger Kjaer and Jensen
Gold (1996)
4H 11_10052 65.1 5 NS NS NS NS Hokk 428.7 Harrington/Morex Marquez et al. 2000
Rostocks et al. 2006
5H 11_10116 50.3 2 Hkk 452.8 NS NS NS NS Bleinhem/Kym Bezant et al. 1997
Harrington/TR306 Tinker et al. 1996
Rostocks et al. 2006
A. mapping Comadran et al. 2008
5H 11_11350 104.5 6 Hkk 305.3 NS NS NS NS Steptoe/Morex Hayes et al. 1993
A. mapping Comadran et al. 2008
A. mapping Psawarayi et al. 2008
SH 11_20884 137.2 8 ok 332.8 NS NS NS NS Steptoe/Morex Hayes et al. 1993
7H 11_20652 111.0 7 ok 390.5 NS NS NS NS Bleinhem/Kym Bezant et al. 1997
Harrington/TR306 Tinker et al. 1996
A. mapping Comadran et al. 2008
A. mapping Psawarayi et al. 2008
GM? IH 1121219 66.7 7 NS *k 268.8 NS NS NS
IH 11 11509 135.6 11 NS NS NS NS ook 1158
2H 11_21088 128.3 9 Hxk 965.5 NS NS NS NS
3H 11 11258 52.5 4 NS NS NS NS * 1313
SH 11_11350 104.6 6 Hxk 809.1 NS NS NS NS
SH 1110217 153.5 9 NS NS * 589.9 NS NS
7H 11 10576 41.8 3 NS NS NS Hokk 2268.1 NS
SPM? IH 11_20959 117.8 10 NS NS NS ok 63.2 NS
IH 11 11509 135.6 11 NS NS NS ok 457 Hokkok 65.8
2H 11_10191 63.5 5 NS NS NS NS *k 63.3
3H 11 11258 52.5 4 NS NS NS * 54.0 * 78.3
4H 11_20906 65.1 5 NS NS NS Hokdkk 523 *k 527
6H 11 21339 58.6 5 NS NS NS NS Hkk 53.9
GS 2H 11 21166 66.8 6 NS Hokk 2.52 NS NS NS
TGW IH 11 20754 99.9 9 NS NS NS NS * 1.83
2H 1121265 28.4 3 NS NS Hokok 2.45 * 1.7 * 1.58 Bleinhem/Kym Bezant et al. 1997
"(l'}}(/)slgﬁc/Prcnticc/V ogensalger Kjaer et al. 1996
2H 11_20891 56.3 5 NS NS ok 2.05 Hokdkkk 2.26 ok 1.9 Brenda/HS584 Li et al. 2006
Rostocks et al. 2006
2H 11_10446 125.5 9 NS NS NS NS *k 1.67
4H 11 10668 449 4 ** 1.71 NS NS ok 2.21 kR 2.05
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Trait Chr Marker cM Bin Col07 Pay07 Col08 Pay08a Pay08b Population” Reference
p ase® p ase® P ase® p ase® p ase®
4H 1120412 55.6 5 NS NS NS ok 2.11 * 1.71
SH 1110845 142.2 8 NS NS NS * 3.98 ok 3.66
6H 11_20996 93.1 6 NS NS NS *k 2.04 NS Brenda/HS584 Li et al. 2006
TH 1120710 33 1 NS NS NS *k 2.85 NS Bleinhem/Kym Bezant et al. 1997
7H 11_10576 41.8 3 NS NS NS NS *k 2.98
7H 11 20485 88.6 6 NS NS NS * 4.98 ** 4.13 Brenda/HS584 Li et al. 2006
HIN IH 11_20959 117.8 10 NS NS NS *k 0.030 NS
IH 11 11509 135.6 11 NS NS NS ok 0.020 * 0.024
2H 11_21261 28.4 3 NS NS NS *k 0.020 NS
2H 1120748 56.3 5 NS NS NS NS * 0.030
3H 11_11258 52.5 4 NS NS NS Hokdkk 0.040 *k 0.040
3H 11_21427 141.5 9 NS NS NS NS * 0.030
4H 1110262 55.6 5 NS NS NS NS * 0.030
4H 11 21087 62.1 5 NS NS NS Hokk 0.030 NS
BM 2H 1120943 149.6 10 NS NS NS * 869.8 NS
3H 1120172 16.3 2 NS NS NS *k 904.7 NS
SH 11 11221 60.7 3 NS NS NS ok 1052.0 NS
SH 11_11350 104.5 6 Hoxk 610.0 NS NS NS NS
SH 11 10855 137.2 8 Hrk 693.3 NS NS NS NS
GP2 2H 11_10180 21.6 3 NS ok 10.8 NS NS *k 9.9
2H 11_21265 28.4 3 NS NS ok 10.8 *k 9.7 *k 8.1
2H 1120748 56.3 5 Hkk 9.0 ok 8.5 * 9.0 ook 13.3 ook 10.3 Bleinheim/E224/3 Thomas et al. 1995
2H 11_21166 66.8 6 NS NS ok 10.5 NS ok 10.0
2H 11 21340 103.7 8 NS NS * 8.5 NS * 8.0
3H 11_20944 122.1 7 NS NS *k 9.0 NS NS
4H 11 10668 449 4 NS NS ok 11.2 NS * 8.7
4H 11_10262 55.6 5 NS NS *k 8.7 ok 11.4 ok 8.5
4H 11 20838 96.6 6 NS NS * 21.5 NS ok 225
SH 1120236 80.6 5 NS NS NS NS *k 10.4
SH 11 20388 150.3 9 NS NS NS NS * 3.9
6H 11_20996 93.1 6 NS NS *k 11.6 *k 12.7 NS
7H 1120710 33 1 NS NS NS * 16.6 NS
7H 11 20485 88.6 6 NS NS NS * 30.1 * 23.8
GP1 2H 11_10180 21.6 3 NS ook 7.4 NS NS Hokdkk 9.5
2H 1121265 28.4 3 NS * 5.4 Hokkok 11.7 NS NS
2H 11_20748 56.3 5 Hxk 5.2 ok 6.2 ok 11.5 ok 8.7 ook 7.6 Bleinheim/E224 Thomas et al. 1995
3H 11 11258 52.5 4 NS NS NS * 8.6 NS
3H 11_20017 69.6 5 NS NS NS NS *k 5.6 Bleinheim/E224 Thomas et al. 1995
4H 11 20262 55.6 5 NS * 5.3 ok 10.9 ok 7.4 * 6.6
4H 11_20838 96.6 6 NS *k 14.8 NS NS NS
7H 11 20249 52.8 4 NS NS ok 9.8 NS NS
7H 11 20230 86.4 6 NS NS NS *k 15.4 NS
CVGS 6H 1110331 81.2 6 NS NS NS ok 1.9 NS
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Trait Chr Marker cM Bin Col07 Pay07 Col08 Pay08a Pay08b Population” Reference
p ase® p ase® p ase® p ase® p ase®
HD 2H 1121110 67.5 6 ND ok 2.4 ND NS NS Igri/Triumpf Laurie et al. 1995
Vada/L94 Qietal 1998
Chevron/M69 De la Pena et al. 1999
7H 1120485 88.6 6 ND NS ND ok 6.5 NS Harrington/TR306 Tinker et al. 1996
Chevron/M69 De la Peia et al. 1999
GF 2H 11 20585 63.5 5 ND Hokk 1.7 ND NS NS
4H 11 21110 103.1 7 ND * 1.8 ND NS NS
SH 11_20105 58.0 3 ND *k 1.4 ND NS NS
7H 1110838 383 3 ND * 1.5 ND NS NS
7H 11 20845 88.6 6 ND ** 4.0 ND NS NS
PH 1H 11_20434 88.2 8 ND oK 3.8 ND NS NS Harrington/Morex Marquez et al. 2000
3H 11 21266 148.9 9 ND NS ND ND Hokk 4.6 NS

NS not significant, ND no data

* YLD: yield (kg / ha Dry Mater), GM?: grains/m’, SPM”: espigas/m’, GS: grains per spike, TGW: 1000 grain weight, HIN: harvest index, BM: total dry matter

production (kg / ha) GP2: (percentage of grains with a diameter> 2.8mm), GP1: (percentage of grains with a diameter> 2.5mm), CVGS: (coefficient of variation of

grains per spike), HD (heading date), GF (length of grain filling), PH: plant height.

P Chromosome where QTL was positioned

¢ Markers are indicated only with a more meaningful and FDR < 5%, * p value <0.01, ** p value <0.001, *** p value <0.0001, **** p value <0.00001, ***** p

value <0.000001. For QTL with more than 1 significant marker-trait association within an LD block, the marker with the most significant association was reported.

4 Chromosomal positions (in CentiMorgans) of significantly associated SNP markers were according to Close et al. (2009)

“BIN location of barley chromosomes according to Kleinhofs and Graner (2001).

T Test of individual markers

£ Allele substitution effect

" Mapping population where coincident QTL were detected
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2.5.4. Linkage Disequilibrium

The chromosomes with the highest concentration of QTL were 2H and 4H. In
most cases, markers with significant associations for the same trait or traits related
biologically and located relatively close (Table 4) had LD values higher than 0.20.
For 2H there are three areas that showed an r°>0.2 for the markers associated
significantly with a trait, two of them located on the short arm and one in the long
arm. In this chromosome, we detected a large region comprising 11.1 cM, from
11 10796 (58.2 ¢cM) to 11 21144 (69.3 ¢cM) in LD with r*>0.2 and associated to GF
(Fig. 3a). In 4H we detected two regions in LD with significant marker-trait

associations, both located on the short arm (Fig. 3b).
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Some of the LD regions within each chromosome associated with agronomic
traits were also associated with other regions on other chromosomes. Markers on the

short and long arm of 2H were in LD with markers on 5SH and 7H (Fig. 4).

2.6. DISCUSSION

In order to advance in the understanding of the genetic basis of agronomic
adaptation of spring barley in Uruguay, we studied seventy-six genotypes in two
locations and two years. Most of the genotypes were old cultivars with a significant
historical impact in the crop in the southern cone of South America, both by their
direct use in production and their role in the development of local cultivars. We used
a genome-wide association (GAW) mapping approach, which allows us the use of
such a genotypically diverse collection. Identified marker-trait associations would
provide information about the location of the genomic regions associated with the
genetic control of the traits of interest, helping to understand and use the genetic
value of each of the genotypes under study.

In our study, the average density was 147.6 markers per chromosome, higher than
most of previous studies with comparable objectives. Kraakman et al. (2004),
Rostoks et al. (2006) and Comadran et al. (2009) have reported association mapping
in barley with average densities of 33.7, 93.7 and 116 markers per chromosome,
respectively. Considering the relative homogeneity of the population, we are

confident that the marker coverage is adequate to reach the objectives.
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Kraakman et al. (2004) working with a representative sample of contemporary
commercial European two-row spring genotypes, detected strong population
structure in their population. In this case there was a significant geographical bias
and the populations used evidenced the presence of selection for specific adaptative
traits. Rostocks et al. (2006) using elite germplasm representative of northwestern
Europe but composed of both spring and winter-sown varieties, detected two
subgroups based on cold requeriments to heading. Comadran et al. (2009), Zhang et
al. (2009) and Cockram et al. (2008), detected significant population structure
working with large and diverse populations, comprising the past and present of crop
improvement in the Mediterranean, Canada and the European Union. In our study,
we detected a population structure that reflects, even when the size of population was
small, the wide diversity of the origins of the germplasm used in breeding in the
southern cone of South America. The patterns of genetic diversity explaining the
structure in our study are the same reported by Comadran et al. (2009) in their study:
key ancestors and regions of origin of the germplasm.

Both structure and relatedness of the germplasm divided the population into
basically four distinct groups: Quebracho and its offspring, including Atlas 57 and
Ymer as common ancestors (Group 1); genotypes from North Dakota (Bowman,
Logan) and their offspring (Group 2 ); old genotypes selected in the South America
(Malteria Heda, Magnific 102, FNC 6-1), their offspring and some common
ancestors (Prior, Hanna) (Group 3); and some old German genotypes (Lisa, Volla,
Villa, Union), a common ancestor (Isaria) and their offspring (Group 4). In the
history of barley breeding in South America there are some key germplasm sources
that may explain these groups. Prior and its offspring have been one of the
foundations of malting barley, first in Argentina then in Uruguay. Many of the
European genotypes included in the study were instrumental in the achievement of
acceptable malting quality levels (Hanna or Union for example). Quebracho
introduced from Australia and released in the mid-nineties, was a significant leap
forward in terms of yield and adaptation in Uruguay. Germplasm from the North

Dakota State University program has shown a remarkable level of adaptation to the
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production environment of northern Uruguay, characterized by high temperatures
during the last part of the growing cycle (Castro ef al. 1997).

Grain plumpness (either GPI or GP2) was the trait with the highest detected
number of regions with QTL effects. QTL (11 _20748/11 20891; 56.3 cM) on the
short arm of 2H, was detected in every environment. For 7TGW, QTL effects were
mapped in the same region in three out of five environments. The consistency
between environments in the QTL detected for these traits reflex the lack of genotype
x environment found (data not shown). This region (bin 5) had the highest number of
QTL detected in more than one environment. Many of those QTL were coincident
with previous reports: Li ef al. (2006) reported QTL effects for YLD HD, PH, GS and
TGW working with a back-cross population (Brenda as the recurrent parent and the
H. vulgare ssp. sponteaneum accession HS584 as the donor parent) and Thomas et
al. (1995) reported QTL effects for grain plumpness in the same region. QTL effects
for other traits as SPM°, GF or HIN have not been previously reported for this region
in the literature.

Only one of the eight genomic regions with significant associations with YLD
located on the long arm of chromosome 1H (11 _11509, 135.6 cM), was detected in
more than one environment (Pay08a and Pay08b). This region was also associated
with yield by Hayes ef al. (1993) in the Steptoe/Morex mapping population. In our
study the same region was also associated with SPM’ and HIN (in the same
environments as YLD) and with GM’ (only in PayO8b). The three traits presented
high and positive correlations with YLD in those environments (Table 3). Laurie et
al. (1995) reported the presence of the photoperiod response gene Ppd-H2 in short
day conditions (10 h. daylenght) in this region. The lack of significant marker — trait
associations for phenological traits in our work may be related to the fact that the
photoperiod length in the experiments at Paysandu (58° 03°W, 32° 55°S) was above
the threshold for this gene’s response to photoperiod. In six out of eight regions,
QTL effects for YLD were coincident with QTL effects for traits with significant
phenotypic correlation with YLD in the same environment. Those coincident
locations should explain at least part of the mentioned correlations. However, two of

the regions associated with YLD, one on 5H (11 10116; 50.3cM) and one on 7H
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(11_20652; 110.0cM), showed no significant association with any yield component.
As suggested by Yin ef al. (2002), this can be explained by the fact that these regions
could have simultaneous and limited effects of the same sign on more than one yield
component. Therefore, we may not be able to detect association with any of the
component but with YLD that includes all components. On the contrary, we detected
significant associations of two markers (11 21166; 66.8cM / 11 _21110; 67.5cM) on
2H (in Pay07 and Pay08b) with GS and SPM° but not YLD. In this case SPM° was
highly correlated with YLD and GS has a low correlation with YLD and a high and
negative correlation with SPM? (Table 3). Either a higher experimental error for YLD
or negative compensation between components may explain the lack of association
with YLD. The coincidence between QTL effects for yield and its components was
not consistent across the genome, and several of the QTL detected for TGW, GM’ ,
SPM or GS were not coincident with YLD QTL. The two main components of yield
are grains/area (GM?) and grain weight (TGW), which are defined before and after
flowering respectively (Miralles and Slafer 1999). Therefore, depending on the
weather conditions during each phenological stage in each environment yield can be
more associated with a different component in each situation (Francia et al. 2011).
Considering all chromosomes, most of the detected QTL in this study were
located in genomic regions associated with more than one agronomic trait. For
example, 15 of the 22 genomic regions detected for chromosome 2H, showed
coincident QTL effects for more than one trait. To elucidate if those location
coincidences are due to pleiotropy or linkage would require an increase in the
resolution of the analysis and even with a better resolution the relative homogeneity
and small size of the population used would be limiting (Chen et al. 2010). The
analysis of the biological relationships between correlated traits could provide some
elements to advance in this discussion. There is an accumulation of QTL effects for
several phenotipically related traits in an interval located between 52.5 cM
(11 _10422) and 56.3 cM (11 _20748/11 20891) on the short arm of chromosome 2H
(Table 4): YLD, GP1, GP2, TGW and HIN, all these traits are physiologically related.
TGW and GP were positively and strongly correlated and can be considered as

different ways of measuring the same phenotype (essentially the grain size). Also had
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a positive correlation with HIN (Table 3). In other genomic regions such as in
chromosome 7H between 86.4 and 88.6 cM, several markers were significantly
associated with yield components and with phenological traits (HD and GF). As
mentioned before, have at normal planting dates the grain filling period of genotypes
with earlier flowering date occur under lower temperatures and, at least in
Uruguayan conditions, this is associated with increases in HIN (Kemanian et al.
2007), TGW, GP and YLD (Castro et al. 1997).

Most of the QTL found included more than one marker in LD, having in
common the association to some trait, as shown by Roy et al. (2010). Regions with
significant marker-trait associations were observed with any agronomic trait and in
some cases with in LD comprising wide areas of the genome. One example is region
in the short arm of 2H, which spanned 11.1 ¢cM between 11 10796 (58.2 ¢cM) and
11 21144 (69.3 cM). It was associated with GF (in Pay07) (Fig. 3a). We cannot be

completely sure that markers with a r’

> 0.2 between them and significantly
associated with the same trait belong to the same QTL if their interval is high. It is
easier to conclude that the QTL is the same in those cases where the markers
involved were much closer, as observed on chromosome 4H between 11 10010
(66.0 cM) and 11 _10606 (67.5 cM). In this case both markers were associated with
SPM’, in LD (r2 =0.76) and only separated by 1.5 cM (Fig. 3b). The large LD region
found on 2H may be due to the breeding history of the germplasm used as suggested
by Caldwell et al. (2006). Although the population includes genotypes from different
latitudes, all genotypes were the result of a strong breeding process (the population
does not include landraces or wild barleys). It is possible that the genomic region in
question has been fixed during the selection process in some of the geographical
regions, particularly associated with phenological traits (HD, GF) and yield
components (GP1, GP2, SPM’, HIN), considering that marker - trait association in
this genomic region were found for both types of traits. The LD detected in this
region of 2H can be explained by more than one group of genotypes clustered with a
particular pattern. It would be unlikely that in different production conditions the

breeding process would follow the same direction for this particular genomic region.

In fact, analyzing the different haplotypes present in this block and information based
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on pedigree data, we found that the LD is explained mainly by three or two dominant
haplotypes. Each one of these haplotypes are present in three different groups of
genotypes that share some common geographicals origin and a common ancestor to
which the group’s haplotype can be traced. The largest group (22 genotypes) has the
old Swedish variety Gull as its haplotype of origin, Prior is the common ancestor of
the second group (13 genotypes) and the old Czech variety Hanna is the common
ancestor of the third group (10 genotypes) (Supplementary Table 5). The largest
(hplotype 1) and third haplotype are very similar and are represented by old
Europeans genotypes and their offspring. In contrast, the second group contains
genotypes adapted mainly to the cone of South America and several of their common
ancestors Australians. This large region may be the product of the dragging caused
by the co-selection for different haplotypes in response to more than one trait and
resulting in a wider region in LD. Several markers within the region were not
associated to any traits but in LD with any neighbor markers (data not shown), a fact
may be related to the mentioned dragging effect. Although the QTL effect in this
region were detected primarily on only two locations (Pay07 and Pay08b) (Table 4),
the extent of LD between markers associated with agronomic traits highlights its
potential value for breeding. Also, there is a possibility that the detected LD was
related to traits not included in the present study. Hayes ef al. (1993) and Han et al.
(1995) reported QTL effects for malting quality traits (diastatic power and beta
glucans respectively) on this region in the Steptoe/Morex mapping population.
Working with the Blenheim/E224-3 mapping population, Thomas et al. (1996)
reported QTL for germination and grain nitrogen, and Powell ef al. (1997) also
detected QTL for seed water sensitivity, both in the same region. These reports
suggest that selection for malting quality may have played a role in the conservation
of particular haplotypes in this region. We are presently studying marker-trait
associations for malting quality in this population in order to clarify this point.

The fact that some regions in LD are also associated with regions on other
chromosomes may indicate the fixation in parallel of these regions by selection
processes. Ford-Lloyd et al. (2001), working two rice populations, suggest that these

kind of associations (involving associations with agronomic traits) may be the result
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of the maintenance of adaptative gene complexes involving agronomically important
QTL. We detected that some regions in this situation have indeed markers associated
with agronomic traits (Fig. 4). The marker 11 20710 (3.3 ¢cM) on 7H associated with
GP2 and TGW in Pay08a, is in LD with the markers 11 11198 (48.3 cM) and
11 10116 (50.3 cM) (r* = 0.30 and 0.27, respectively) on SH, both related to YLD in
Col07 and the marker 11 10446 (125.5 cM) (r* = 0.24) on 2H, associated with TGW
in PayO8b. However, the markers on the 2H and 5H are not in LD between them,
only the marker 11 20710 is in LD with the other two regions. Considering that
around this marker there is extensive LD (data not shown), we might suggest that in
this population, BIN 1 on 7H was a recurrent region in the selection process,
dragging unlinked areas both on 7H and other chromosomes. However we could not
affirm that the selection has been for the traits measured in this study.

Most QTL were detected in the environments with better agronomic and
experimental conditions: 53 out of 79 QTL were detected in Pay07, Pay08a and
Pay08b. Experiments at Ombues de Lavalle were probably affected by suboptimal
planting conditions, mainly related with the planting equipment used but also with
the soil preparation, which derived in less homogeneous plant stands, varying from
20 to 45 plants per row meter in both years at this location (data not shown). In
contrast, all experiments at Paysandi showed homogeneus plant stands (data not
shown). It is well known that complex traits under stress often reduce the genetic
variance, significantly decreasing the heritability (van Eeuwijk ef al. 2010), which in
turn can reduce the ability and power for QTL detection. In contrast, high-yielding
conditions, generally lacking noticeable stresses, can favor the detection of genetic
effects. Those conditions also favor the expression of genes affecting traits
associated with yield potential. Yin et al. (2002), working with a population of 94
RILs, reported most QTL in high-yielding conditions. Vales et al. (2005) comparing
different population sizes and phenotypic assessment strategies concluded about the
key importance of good environmental conditions for cultivation if the goal is to
optimize the estimated number of QTL, effects and interactions (QTL x QTL and

QTL x environment).
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Only 13 of the 79 detected QTL were significant in both higher (Pay07, Pay08a
and Pay08b) and lower (Col07 and Col08) yielding environments, and only 13 other
QTL were significant in lower yielding environments. As discussed by Pswarayi
(2008), this can be explained by both increases in the genotype x environment
interaction (GEI) imposed by the heterogeneity of the environments, the possible
existence of specific environment-depending QTL and different teoric value of
heritability for each trait (YLD vs TGW). By modifying the growing conditions, we
may also modify the relationships between many of the agronomic traits (Volis ef al.
2004). For example, some traits may be phenotypically correlated in one
environment and have significant marker-trait associations with the same markers in
that environment, and that correlation may not repeat or express in another
environment. The correlation coefficient between GM’ and TGW was -0.26, -0.33
and -0.17 in Pay07, PayO8b and Pay08a, respectively and -0.07 in Col07 and Col08
(Table 3). On yield limiting environments, the number of grains per area, reported as
the main yield component (Mufioz et al. 1998; Abeledo et al. 2003) was much lower
than in environments of higher potential (Table 2). In this situation, some genotypes
may compensate the low number of grains increasing their weight and modifying the
correlation between the traits and therefore, our ability to detected QTL. Another
example is the relationship between TGW and GF. In early planted environments
(Pay07 and Pay08a), the correlation between the two traits was between 0,63 and
0,42, while for PayO8b (late planting) the correlation was 0,28. Longer GF were
always associated with higher TG W, reflecting the effect of the duration of the phase
on the end result (Castro et al. 1997). Early planting allowed longer GF and wider
variation on the trait between genotypes, while late planting the phenotypic variation
for the trait is reduced and the correlation with TGW lower.

On the other hand, the QTL for YLD found in bin 7 of chromosome 7H,
possibly located in the same region as the yield QTLs reported by Tinker et al.
(1996), was detected only in one of the low-yielding environments suggesting the
existence of specific environment-depending QTL (Table 4). Comadran et al. (2008)
reported the possible existence of a yield QTL specific for stressful environments in

the same genomic region. It was found only in environments characterized by water
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stress, where yields did not exceed 1200 kg/ha. The favorable allele came from
Harrington in our study and in Tinker ef al. (1996). This fact supports the idea that
may be involucred the same region and that the favourable allele may have been
contributed by ancestors of Harrington as Hanna and Gull, since both genotypes have
the same allele.

Our work highlights the potential and limitations of a GWA mapping approach
as a tool for understanding the genetic basis of important traits. The QTL detected in
this study cannot be considered by any means a complete picture of the genetic
factors underlying the agronomic traits under study in this population. The
population was small, there were limitations in some of the environments and a
excessively demanding statistical criteria (FDR) was used. It is indeed possible that
some of the marker-trait associations identified were actually spurious. Sub-structure
effects due to factors such as geographical origin and genetic relationship among
genotypes of the population is hard to avoid, even when the population is carefully
selected (Cockram et al. 2008). Also the contribution of the statistical model used to
detect false positives (Q+K model) may not have been the best. To correct for
structure, Price et al. (2006) proposed the use of principal component analysis (PCA)
and more recently Zhu and Yu (2009) proposed the use of non-metric
multidimensional scaling. Moreover, the matrix of relationships between genotypes
(K) used in this study, created from pedigree information, is not the only option.
There are different ways to correct for relations between individuals. Zhao et al.
(2007) raises the possibility of using a kinship matrix alternative to that proposed by
Yu et al. (2006), which is based on defining the identity by state as the expected
amount of allele sharing between unrelated individuals.

Nevertheless, all factors considered, we believe that the methodology used was
adequate to detect key genomic regions associated to quantitative traits of interest
and to provide useful information for practical plant breeding. The information
obtained in this work is substantial given the lack of this kind of studies for this
germplasm and geographical conditions. The amount of phenotypes measured is
rather extensive and compares favorably with similar studies. There is plenty of work

ahead, but in order to accumulate practical advances to improve the knowledge about
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the genomic regions of interest an adequate balance between the results expected and
the resources required must be maintained. With that in mind, important
contributions can be achieved even with the use of populations of relatively limited

size and medium density maps.
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Fig. 5 Triangular linkage disequilibrium (LD) matrix plot between 10 SNPs on the

chromosome 7H. Note that the 11 20710 marker is in LD with the most neighboring
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Fig. 6 Linkage map derived the 1033 SNPs for association mapping indicating markers and main QTLs fou7nd for the agronomic traits
in the population of 76 genotypes. The order of markers and distances in centimorgans (cM) are based on the BOPA 1 (Close et al.,
2009). Distances in cM are to the left of the chromosomes. Markers and principal QTL found, with their abbreviations, are to the right of
the chromosomes and to the right of these are allele (A or B) favorable for each of them. Below each chromosome genotypes possessing
desirable identified haplotypes are shown.

* A allele is favorable to SPM” on Pay08b, SF2 on Pay 08b and Col08, GF, HD on Pay07, and only unfavorable to GS on Pay07.

#* B allele is favorable and unfavorable to TGW and GM’ respective.
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Supplementary Table 5. Haplotypes identified in the interval (58.2 — 69.5 cM) of chromosome 2H.

Marker

SHYIIT 11
a1S90T 11
OTTIT 11
W9911T 11
LOEPIT 11
aCE901 11
S890T 11
8EP0T 11
66€1T 11
06901 11
16101 11
+$8S0T 11
460601 1T
aL880T 11
aCES0T 11
A06€0T 11
Q9EVOT 11
W90TIT 11
aCE00T 1T
a1S20T 11
6990C 11
GSLITTTI
GLTEOT 11
46£00T 11
6L90T 11
OLYOT 11

96L0T 11

Position (¢cM) 582 589 589 58.9 59.9 59.9 59,9 59,9 59,9 62.8 62.8 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 642 66.8 67.5 68.2 69.5

Allele

A A A

Genotype

B
B
B

B A B A

B
B
B

B A A B
B A A B
B A A B
B A A B
A A B
A A B

B
B

B

A

A A B
B
B

B

B

BARONESSE

C8730
C9035
C9172

Haplotype 1

B B A B A
B

B

B A B A A A
A
A

B A A B
B

B

A B A

A A A
A A A

B
B

A A

B
B

A B A A

B A B A A

B

B

B A A B B A B A A A
A

B

C9173

A A A

B

CLE233
CHERI

B
B
B

B B B A B A
B

B
B

A B A A A A A A B

B A A B B B
B B A

B

A B A

A A B
A A B
A A B

A A A B
B
B

B

A A

CLIVIA

B B A B A
B

B
B

B A B A A A
B A B A A A
A

B
B

B A A
B A A

B
B

DANUTA
DEFRA

B A B A

A A A A A A B

B

DIAMANT
GULL

B
B
B

B A A B B B B B A B A
B A A B B B
B

B A A B B B A B A A A
B B A
B

B

A B A

A A A

B

A A

ISARIA

B B A B A

B

A B A A A A A A B

A
A

B A A B B

B

A A A B A A B

B
B

LISA

A A A A A A B

PERUN

B
B
B

B B B A B A
B

B
B

A B A A A A A A B

B A A B B B
B B A

B

B

Q. AYELEN
SCARLETT
TRUMPF
UNION
VILLA

A B A

A A B
A A B

A A A B
B

B

A A

B B A B A

B

B A A B B A B A A A
A

B

A A A A A A B

B

B B A B A
B

B
B

A A B
A A B

B
B

A B A A A
A B A A A

B

B

B
B

B A A
B A A

B
B

B A B A B

B

B

VOLLA

A

B

B A A A A B

A A A B A A A A B B A A A A A B
A A A B B

ANA

Haplotype 2

A A A A A B A A A A B
B A A A A A B
B

A A A A

C8806
C8828
C9038
C9205

A

B
B
B
B

B A A A A B

B

B
B
B
B

A A A B A A A A

A A A B

A A A A A B A A A A B

A A A A

A
A

B A A A A B

B A A A A A B
B A A A A A B

A A A B A A A A
A A A B A A A A

A A A B

B A A A A B

B

CLE226

A A A A A B A A A A B

B A A A A A B

A A A A

CLIPPER
FNCI22

A

B

B A A A A B

B

A A A B A A A A
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Continue Supplementary material Table 5...

Marker

HYIIT 11
aIS90T 11
OTTIT 11
W9911T 11
LOEPLT 11
aCE901 11
#S890T 11
8EP0T 11
SH6E1T 11
206901 11
16101 11
2S8S0T 11
460601 11
oL880T 11
aCESOT 11
Q06€0T 11
9EPOT 11
W90TIT 11
aCE00T 11
IST0T 11
6990T 11
SLITTTI
QLTEOT 11
46€00T 11
6L90T 11
OLYOT T1

W96L0T 11

Position (¢cM) 582 589 589 58.9 59.9 59.9 59,9 59,9 59,9 62.8 62.8 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 63.5 64.2 66.8 67.5 682 69.5

Genotype

Allele

A A A A A B

B
B
B
B
B

A A A A B
B A A A A B

B

B

B
B
B
B
B

A A A B A A A A

MAGNIFIC104
PRIOR

A

A A A B A A A A B A A A A A B
B

A A A B

A A A A B
B A A A A B

B

A A A A A B

A A A A

Q. PAMPA

A

B A A A A A B

B

A A A B A A A A
A A A B

QUEBRACHO
STIRLING

B A A A A B

A A A A A B

A A A A

A B A A B
A B A A
B A B A A

B

B

A A A A A A B
A A A A A A B

B
B

A
A

A A B

B

AURORE

BEKA

Haplotype 3

B B

A B A A A A A A B B

B A A B B B
A

B

BONITA
HAISA

A B A A B
B A B A

B

A A A A A A B

B

B

B B B
B

B
B

A B A A A A A A B

B A A B B B
B B A
B
B

B

HANNA

B
B

A B A A

A A B A A A A A A B

B

HARRINGTON
KENIA

B B A B A A
B B A B A A

B
B

A B A A A A A A B
A B A A A A A A B

B
B
A

B
B

B A A
B A A

B
B

PIROLINE
WMRI

A B A A

B A B A A

A A A A A A B

B

B

B B

A B A A A A A A B B

B A A B B B

B

YMER

markers associated with some agronomic trait.

a

® markers not associated with any agronomic trait. Note that two of these markers (11 10909 — 63.5 cM y 11_10651 — 68.2 cM) are

not representative of the groups proposed.
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3. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

La adaptacion de un cultivo a condiciones especificas de produccion y por
tanto su resultado productivo final depende en muchos casos de caracteres
agrondmicos relativamente complejos. El mejoramiento genético busca,
precisamente, lograr mejoras en dichas variables, en forma directa o indirecta, con el
objetivo ultimo de mejorar el resultado productivo y economico del cultivo. El
conocimiento de las bases genéticas que explican o afectan dichas variables es
fundamental para un adecuado ajuste de las estrategias de mejoramiento vegetal.

Conocer las bases genéticas de tales variables implica el proceso de superar la
evaluacion de las lineas y cultivares como simplemente fenotipos para analizarlos
como una combinacion de genes particulares. La caracterizacion genotipica de los
materiales que utiliza un programa de mejoramiento, junto con el conocimiento
mencionado, abre la posibilidad de una utilizacion mas eficiente de ellos,
permitiendo el uso de herramientas como la seleccion asistida o la seleccion
genomica, la eleccion genotipica de los padres a cruzar, el conocimiento del grado de
dificultad al momento de seleccionar por mds de una variable (distancia entre
regiones asociadas a ellas), etc. Identificar asociaciones marcador — caracter provee
informacion acerca de las regiones gendmicas con control sobre variables de interés,
por tanto nos ayudan a conocer el valor genético genuino de los genotipos con los
que trabajamos. Para la determinacion de las bases genéticas de variables de interés,
la metodologia mas usada ha sido el andlisis cldsico de QTL en base a poblaciones
bi-parentales. Mas recientemente se ha comenzado a utilizar el mapeo asociativo
(MA) a partir de desequilibrio de ligamiento (DL), técnica creada y usada en
poblaciones humanas, donde la produccion de poblaciones balanceadas no es posible
(Flint-Garcia et al., 2003). Dentro de las ventajas se encuentra la posibilidad de
utilizar una poblacién de mapeo amplia y representativa, sin que esta tenga que ser
balanceada, mayor analisis por locus y robustez en los resultados y capacidad de uso
de datos fenotipicos colectados con anterioridad (Kraakman et al., 2004).

El germoplasma extranjero ha tenido una fuerte predominancia a lo largo de la

historia del cultivo de cebada en el Uruguay, siendo muy pocos los casos de
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desarrollo de germoplasma local (Castro et al., 1995). La investigacién nacional en
las dos ultimas décadas desarrolld un ideotipo del cultivo para las condiciones de
Uruguay caracterizado por un lento crecimiento inicial en combinacidon con altas
tasas de crecimiento pre-antesis (Hoffman et al., 1992; Ernst et al., 1991, Castro y
Kemanian, 1999). Este patron de crecimiento asegura mayores IC y rendimiento a
través de un aumento de espigas por superficie sin reducir los rendimientos por
espiga (Hoffman et al., 1993b). Aquellos genotipos que siguen dicho patron
comenzaran el periodo de llenado de grano antes, por lo que las temperaturas al ser
menores, influirdn menos sobre el acortamiento de esta etapa. Los caracteres
favorables a combinar se encuentran: alto nimero de SPMZ, de GS, elevado peso de
grano y porcentaje de 1* + 2%, corto ciclo a floracion y largo periodo de llenado de
grano (Castro et al., 1993). A pesar de que estas variables se consideran claves para
la adaptacion del cultivo en las condiciones locales, nuestro conocimiento de sus
bases genéticas es limitado. Si bien la informacién a nivel internacional es
abundante, es escasa la posibilidad de utilizarla en nuestros programas de
mejoramiento ya que muchos de los caracteres evaluados no son de interés en esta
region y el germoplasma empleado en tales estudios no es representativo del
utilizado en el Uruguay.

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento de las bases genéticas de las
variables que definen la adaptacion agronomica de cebada cervecera en Uruguay,
estudiamos una poblacion de 76 genotipos en dos localidades y en dos afios. La
mayoria de los genotipos fueron viejos cultivares con un importante impacto
histérico sobre el cultivo en el Cono Sur, tanto por el uso directo como por su uso
para el desarrollo de cultivares locales. Ademas la poblacion contd con varias lineas
experimentales provenientes de programas de mejoramiento locales y cultivares
actuales, lo que facilitd conocer el origen y la variabilidad de algunas de las regiones
mas importantes asociadas a adaptabilidad agrondémica. La técnica utilizada fue el
estudio de asociaciéon por desequilibrio de ligamiento a lo largo del genoma
(genome-wide association, GWA), la cual permite el uso de poblaciones de interés y

genéticamente diversas.
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Aunque no se determind la caida del LD, estimamos que sea lenta debido
basicamente al tipo de reproduccion de la especie (autogamia) y a la presencia en la
poblaciéon de una gran mayoria de genotipos que han pasado por procesos de
seleccion (Gupta et al., 2005). Comadran (2009), trabajando con una poblacion de
192 genotipos representando el pasado y presente del germoplasma utilizado en el
Mediterraneo, establecio valores de r* > 0.15 hasta 3.12 ¢cM. Si esto se cumple, la
densidad de marcadores utilizada no tendria que ser un impedimento para hallar
asociaciones marcador — cardcter a los largo del genoma en nuestra poblacion. Si
bien existe una tendencia en los trabajos de MA en trabajar con un muy alto nlimero
de marcadores con el objetivo de hacer un mapeo fino de las regiones de interés (Roy
et al., 2010), estudios previos en cebada (Kraakman et al., 2004; Rostoks et al.,
2006; Comadran et al., 2009) han reportado asociaciones marcador — cardcter con
densidades de marcadores por cromosoma sensiblemente por debajo de las que aqui
se emplearon.

La estructura genética de la poblacion utilizada estuvo explicada a nuestro
juicio por dos factores claves: ancestros comunes y origen geografico. El habito de
crecimiento (invernal vs primaveral) o el nimero de hileras en la espiga, que fueron
caracteres claves para la separacion de grupos con diferente estructura genética en
reportes como los de Rostoks et al. (2006) y Comadran et al. (2009), no tiene mayor
trascendencia en nuestra poblacion dado que estuvo compuesta por genotipos
primaverales y casi en su totalidad de dos hileras. De todas formas, en nuestro
trabajo quedo claro que sin la incidencia de tales factores, los efectos de estructura
pueden seguir presentes, ocasionando asociaciones espurias o falsos positivos en
estudios de asociacion

En las asociaciones marcador — caridcter detectadas en este trabajo, se
observaron ciertos patrones. En primer lugar, muchas de las asociaciones detectadas
fueron localizadas en grupos y asociadas a mas de una variable. El brazo corto del
cromosoma 2H fue la regién que reunié el mayor numero de QTL detectados. En el
Bin 5 los marcadores 11 20748 y 11 20891; 56.3 cM, se asociaron en todos los
ambientes a GPI y GP2 y para menos ambientes a TGW, YLD, HIN y SPM’.

2 . . .
Marcadores en DL (1" 2 0.2) y vecinos a estos dos marcadores también tuvieron
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asociacion en algunos ambientes con las mismas variables (Figura 4a y Tabla 3).
Observando estos resultados y teniendo en cuenta la existencia de reportes que
asociaron a este segmento con YLD (Li et al.,, 2006; Comadran et al., 2008;
Psawarayi et al., 2008), TGW (Li et a., 2006) y con GPI y GP2 (Thomas et al.,
1995) se podria estar ante una region conservada con efectos pleiotropicos o ligados
sobre tales variables. Analizando los altos coeficientes de correlacion que existieron
entre estas variables (Tabla 4) y sumado al hecho de que alguna de estas variables
son formas de medir lo mismo (GPI, GP2, TGW) o que unas forman a otras, es
presumible que al menos en algunos casos la causa de la coincidencia de efectos
detectados se deba a pleiotropia.

En segundo lugar, en numerosos QTL se encontraron varios marcadores
cercanos asociados a la misma variable y en DL entre ellos. Ejemplos de esto se
encuentran en el 4H entre los marcadores 11 10010 (66.0 cM) y 11 _10606 (67.5
cM) asociados ambos a SPM’ y con un r* de 0.76 entre ellos (Figura 4b) y en el 7H
entre los marcadores 11 20249 (52.8 cM) y 11 20113 (56.8 cM) asociados ambos a
GPI, con un r* de 0.27 entre ellos (Figura 3c). Dentro del brazo corto del 2H un
conjunto de marcadores en DL entre el marcador 11 10796 (58.2 cM — Bin 5) y el
marcador 11 21144 (69.3 cM — Bin 6) se asociaron a GF' en Pay07 (Figura 3a). Este
bloque en DL asociado principalmente a GF fue el mas grande encontrado en nuestro
trabajo. Ambos patrones o tipos de agrupamiento en las asociaciones marcador —
cardcter indican la potencial complejidad para delimitar la exacta ubicacion de un
gen aparentemente funcional. De todos modos, en términos del objetivo del trabajo,
no impiden ni la deteccién de regiones asociadas a variables de interés ni su
utilizacion en mejoramiento en la medida que los alelos favorables no se encuentren
en fase de repulsion.

Como se menciond anteriormente, la deteccion de importantes bloques de
marcadores en DL puede estar dada por el tipo de poblacion utilizada. Como lo
plantean Caldwell et al. (2006), ciertas regiones del genoma en determinados grupos
de individuos son mas comunes que en otros. Poblaciones que han pasado por
procesos de seleccion es esperable que fijen regiones gendmicas asociadas a los

caracteres seleccionados. Por lo tanto, el tipo de reproduccion del cultivo y el hecho
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de que la poblacion esté formada por genotipos que han sido el resultado de procesos
de seleccion artificial, surgen como las principales causas potenciales de presencia de
bloques en DL. De todas formas, haber encontrado un bloque tan grande (11.1 ¢cM en
el 2H) asociado a varios caracteres agronodmicos no deja de ser llamativo. Los ocho
marcadores que forman ese bloque pertenecen parte al Bin 5 y parte al Bin 6 y tienen
en comun la asociacion significativa a GF, aunque alguno de ellos también se asocio
a variables como GPI, GP2, YLD y HIN. Considerando los reportes previos de
variables agrondmicas del Bin 5 mencionados anteriormente, existe la posibilidad de
que hayamos detectado un gran bloque gendémico relativamente conservado. La
informacion nacional es coincidente en sefialar a GF como una variable importante
para la adaptabilidad agronomica del cultivo, en particular en lo que refiere a
asegurar un buen tamafno de grano (Castro et al., 1997; Castro y Kemanian, 1999) y
las correlaciones fenotipicas encontradas en nuestros experimentos corroboran esto.
De todas maneras es importante considerar que el proceso de desarrollo de la
mayoria de los genotipos incluidos en el trabajo no tuvo como objetivo la adaptacion
a las condiciones locales. No hay estudios que informen de QTLs para GF en esta
region, pero si para otras variables fenologicas. Laurie et al. (1995) reportaron para
el Bin 6 el gen eps2S asociado a precocidad per se, variable estrechamente
relacionada ya que marca el principio de GF. En las condiciones climaticas
uruguayas Castro et al. (2008) detectaron efectos de QTL para la duracion del ciclo a
antésis en la poblacion haploide doblada Baronesse/BCD47 coincidentes con la
localizacion de éste gen al que postulan como candidato. Otros caracteres asociados a
este bloque son varios caracteres de calidad maltera. Hayes et al. (1993) y Han et al.
(1995) detectaron QTLs para poder diastasico y contenido de beta-glucanos en la
poblacion Steptoe/Morex. Thomas et al. (1996) encontraron efectos de QTL para
germinacion y nitrogeno en grano y Powell et al. (1997) para contenido de nitrogeno
en grano y sensibilidad al agua de la semilla, ambos grupos trabajando en la
poblacién Blenheim/E224-3. Estos resultados sugieren dos posibles causas del DL
encontrado: las regiones conservadas estdn explicadas por variables no medidas en
este trabajo (la calidad maltera es un factor trascendente en los todos los programas

de mejoramiento involucrados) o las variables fenologicas pueden estar afectando de
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algiin modo las caracteristicas de la semilla deseadas para el malteo. En el caso de
nuestra poblacion la etapa siguiente del trabajo es el andlisis de las variables de
calidad maltera, lo que puede aportar respuestas a la pregunta planteada.

Analizando los haplotipos existentes en nuestra poblacion en el bloque
cromosdémico mencionado y basdndonos en la informacién de datos de pedigree
reportada por Arias et al. (1983), encontramos que el DL est4 explicado basicamente
por tres grupos genotipicos conformados en base a tres ancestros comunes y a cuatro
origenes geograficos. El grupo méas numeroso (22 de 76) tiene en comun la presencia
de Gull (Suecia) en la genealogia de todos los genotipos que lo forman, Prior
(Australia) son los ancestros comunes del segundo grupo (13 de 76) y el tercer grupo
(10 de 76) esta compuesto por Hanna (Rep. Checa) como ancestro comun.
Reforzando la idea de que HD y GF hayan tenido un fuerte impacto en la
consolidacion del bloque, existen claras diferencias en los dias promedio a floracion
y dias de duracion del llenado de grano entre los ancestros comunes mencionados
arriba (datos sin publicar).

También se detectaron regiones gendémicas en DL entre cromosomas. La
situaciéon de DL maés notable es la detectada entre zonas del 2H, SH y 7H. (Figura 4).
El marcador 11 20710 (3.3 ¢cM) en el 7H, asociado a GP2 y TGW en Pay08a, esta
en DL con los marcadores 11 11198 (48.3 cM) y 11 10116 (50.3 cM) (r2= 030y
0.27, respectivamente) en el SH, asociados ambos a YLD en Col07, y con el
marcador 11 10446 (125.5 ¢cM) (1*=0.24) en el 2H asociado a TGW en Pay08b.
Debido a la relacion existente entre las variables asociadas, es posible sospechar de
una co-seleccion entre las regiones, aunque es interesante destacar que si bien se
detectd LD entre el marcador 11 20710 y los demds, no se observé DL entre los
marcadores del 2H y SH. Considerando esto, en primera instancia podriamos sugerir
que estas tres regiones gendmicas sobre estos tres cromosomas hayan estado sujetas
a seleccion y que quizés el QTL sobre el 7H, por alguna razon haya sido mayormente
seleccionado. Ademas, si analizamos el DL que existe en torno a este marcador
(11_20710) también nos lleva a la misma hipotesis ya que se encuentra en DL con
marcadores vecinos desde el inicio del 7H (11 20303 — 0 cM) hasta el marcador

11 20014 - 17.19 cM (Figura 5 - Anexos). Este extenso DL encontrado en el BIN 1
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del 7H no es tan evidente en las otras dos regiones (2H y 5H). Estudiando los
haplotipos existentes entre estos cuatro marcadores en DL, podemos diferenciar
dentro de la poblacion tres grupos (datos no presentados). El mayor grupo (39
genotipos) se integra por viejos genotipos europeos que aparecen con gran frecuencia
en los pedigris de variedades comerciales en todo el mundo (Prior, Hanna, Haisa)
(Arias et al., 1983) y la descendencia de ellos. Un segundo grupo lo componen 14
genotipos incluyendo fuentes originales europeas (Gull, Isaria) y su descendencia. El
tercer grupo de 9 genotipos, lo componen materiales de North Dakota (Logan,
Bowman) y su descendencia. Este Giltimo grupo tiene la particularidad de ser el Gnico
en presentar el alelo favorable del marcador 11 20710 para TGW'y GP2. Esto limita
la posibilidad de que el BIN 1 del 7H podria haber sido la region por la cual se haya
seleccionado por TGW o GP2 y abre la posibilidad de que la seleccion alrededor de
este marcador haya sido por variables no medidas en este trabajo.

A partir de uno de los hallazgos principales del trabajo que fue el haber
encontrado zonas del genoma con marcadores en DL y asociados significativamente
a variables agrondémicas, se utilizaron aquellos marcadores asociados a méas variables
en ellas y con menores valores de p para identificar genotipos con haplotipos
favorables en los distintos cromosomas (Figura 6 — Anexos). Nueve genotipos
tuvieron el haplotipo combinando todos los alelos favorables en el cromosoma 3H y
otros nueve en el 7H. El agrupamiento de genotipos por haplotipos para estos
cromosomas no seria al azar. La mayoria de los genotipos con haplotipos deseables
para el 3H son lineas experimentales desarrolladas en Paysandi (Estacion
experimental 'Dr Mario A. Cassinoni'), progenitores introducidos desde Australia
(Quebracho), Brasil (Mn599) y Argentina (Ana), todos ellos, genotipos con fenologia
precoz con buena adaptacion a la zona norte de produccion. Se debe considerar
ademas que esa region es predominante en los ambientes utilizados en el presente
estudio (tres de cinco ambientes, y los de mayor potencial) y es la region utilizada
para seleccionar en el programa de Facultad de Agronomia. Por otro lado, todos los
genotipos con la combinacion alélica favorable para el 7H fueron desarrollados por
la North Dakota State University (ND10277, ND14016, ND14600, ND15140,

Bowman, Logan, Carumbé, Dayman) u obtenidos de cruzas con material de dicho
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origen (C9528). El hecho de que muchos de los genotipos con el haplotipo “ideal”
para algunas regiones cromosomicas hayan sido desarrollados en el Uruguay no es
llamativo. El seleccionar afio a afno aquellos genotipos sobresalientes en un
determinado ambiente seria esperable que favorezca la fijacion de ciertas regiones
genomicas de buen comportamiento para dicho ambiente.

En otro orden y como era esperable, en los ambientes de alto potencial de
rendimiento (Pay07, Pay08a y Pay08b) fue donde se encontrd el mayor niumero de
QTL (53). En condiciones de estrés ambiental de algun tipo, los caracteres complejos
reducen su varianza genética y su heredabilidad (van Eeuwijk et al., 2010), por ende
nuestra capacidad para detectar diferencias fenotipicas producto de genotipos
diferentes. Por el contrario en ambientes de bajo potencial de rendimiento (Col07 y
Col08) quizés por el aumento relativo de la variabilidad ambiental s6lo 26 QTL
fueron detectados. La mitad de estos fueron detectados tanto en condiciones de alto
potencial como en bajo y la otra mitad s6lo en Col07 y Col08, surgiendo la
posibilidad de existencia de QTL ambiente-especificos. Algunos de los QTL solo
detectados en ambientes de estrés (Colonia) pudieron ser ambiente — especificos,
como el QTL detectado en el brazo largo del 7H asociado a YLD. Al igual que
Comadran et al. (2008) reportaron en el brazo largo del 7H un posible QTL —
especifico asociados a YLD bajo estrés (hidrico), nosotros detectamos en la misma
region genémica un QTL para YLD en uno de los ambientes de bajo potencial de
rendimiento (Col07) (Tabla 3).

Asi como las condiciones ambientales al interactuar de forma diferencial sobre
los genotipos modifican la expresion de determinados caracteres, también es
esperable que modifiquen las correlaciones fenotipicas entre las variables. Es
presumible que algunos genotipos formen su rendimiento de manera diferencial en
situaciones de bajo potencial y en situaciones de alto potencial. En este trabajo, al
contar con ambientes relativamente contrastantes, muchas de las correlaciones entre
componentes de rendimiento siguieron una tendencia en ambientes de alto potencial,
siendo otra en ambientes de bajo potencial (Tabla 3). Estos cambios en las
correlaciones fenotipicas entre variables debidas al tipo de ambiente podrian estar

modificando nuestra capacidad para detectar ciertos QTL en algunos ambientes.
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Conocer una parte importante de las bases genéticas de variables de interés en
el germoplasma local nos impulsa a emplear a la gendmica como una herramienta
mas en el mejoramiento genético nacional. De todas formas, existe un largo camino
entre los resultados de este trabajo y el empleo real de la gendmica en nuestros
programas de mejoramiento. Los resultados aqui presentados son alentadores, pero
aun no son suficientes como para emplearlos directamente en el mejoramiento
nacional. A pesar de los grandes avances que ha habido en la tecnologia de
marcadores moleculares, la seleccion asistida por ellos (SAM), no ha sido efectiva
con caracteres cuantitativos, siendo probablemente la causa maés importante, la
dificultad en la deteccion de tales caracteres (Heffner ez al., 2009). La SAM ha sido
una metodologia de alto impacto en el mejoramiento genético so6lo cuando los genes
involucrados son pocos y de gran efecto (Dekkers and Hospital, 2002).

Por otro lado, el hecho de conocer cudles serian los haplotipos deseables para
cada cromosoma medidos en un determinado ambiente nos muestra cuan cerca o
lejos estamos de llegar a ellos. Pero quizas lo mas importante, podemos saber donde
esta la variabilidad de interés, es decir, qué individuos poseen los alelos que estamos
buscando. Sin embargo, tener presente los haplotipos de interés no nos asegura el
¢éxito, ya que no se trata s6lo de ir acumulando alelos favorables, los alelos
analizados en este trabajo son s6lo una pequefia fotografia del germoplasma de
cebada cervecera existente. Puede pasar, por ejemplo, que muchas de las regiones
mantengan interacciones epistaticas favorables con locus no detectados en este
trabajo, por lo que so6lo seleccionar algunos alelos no nos garantiza la obtencion de
un cultivar elite. En otras palabras, creemos que un haplotipo deseable es mucho mas
que aquellos locus deseables detectados en este andlisis. Si ademas tenemos en
cuenta que se analizaron Unicamente variables agrondmicas, mas cuidado tendremos
que tener en coémo utilizar los resultados de este trabajo.

En el corto plazo a nuestro estudio se le agregara la informacion acerca de las
bases genéticas que explican variables de calidad maltera (variables clave para la
liberacion de nuevos cultivares), por lo que se ampliard sustantivamente el set de
locus deseados u objetivo para el cultivo. En este escenario y con la continua

disminucién en los costos unitarios en la elaboracion de datos de marcadores, la
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seleccion genomica podria ser una metodologia a seguir, levantando alguna de las
trabas metodologicas actualmente experimentadas por la clasica SAM sobre
caracteres complejos.

Este trabajo creemos que hace un importante aporte al conocimiento de la
diversidad alélica con la que contamos para trabajar en nuestros programas de
mejoramiento. Si ademas tenemos en cuenta la inexistencia de este tipo de estudio a
nivel nacional, hace un gran aporte para consolidar en el corto y mediano plazo a la
genomica como una herramienta clave en los programas de mejoramiento en el

Uruguay.
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