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FACTORES GENETICOS QUE AFECTAN LAS SUB-FASES DE LA FENOLOGIA DE UNA
POBLACION DE CEBADA (Hordeum vulgaris L.) EN URUGUAY

RESUMEN

Los requerimientos de la industria por genotipos de cebada que cubran las demandas de
calidad maltera y de buen comportamiento agronémico imponen desafios al mejoramiento
genético nacional. La fenologia es un factor importante ya que determina la adaptacion,
comportamiento agronomico y rendimiento del cultivo en las condiciones de produccion locales,
lo que hace de suma importancia la comprension de su control genético. Con el objetivo de
avanzar en la comprension genética, se estudio una poblacién de lineas endocriadas
recombinantes (RIL) derivada del cruzamiento de dos variedades adaptadas con fenologia
contrastante: “CLE 202-INIA Ceibo” (I. Ceibo, variedad de ciclo largo con sensibilidad al
fotoperiodo) y “Nortefia Carumbé” (ciclo corto y con menor sensibilidad al fotoperiodo). La
poblacion se caracterizd fenotipicamente (comportamiento fenologico y agronémico) en
ensayos de campo en tres afios, con fechas de siembra contrastantes. Se midié la duracién y
la respuesta al fotoperiodo de las sub-fases fenoldgicas. La poblacion fue genotipada con
marcadores de polimorfismo de nucleotido simple (SNPs) y de secuencias simples repetidas
(SSR), distribuidos por todo el genoma (excepto en el cromosoma 4H para el que no se
encontraron marcadores polimérficos). La duracion de las sub-fases fenoldgicas en nuestras
condiciones, estuvo explicada por dos QTL mayores: uno en el cromosoma 2H (con el gen de
respuesta al fotoperiodo PpdH1 como candidato) y otro en el cromosoma 3H (con el gen de
enanismo denso como candidato). El cultivar I. Ceibo aporto el alelo de sensibilidad al
fotoperiodo en el tiempo a antesis y el alelo de denso con efecto pleiotropico y aditivo sobre
mayor duracién la sub-fase Z20-Z30. El locus de Ppd-H1 tuvo efecto sobre la variable
agronémica, peso de grano, probablemente explicada por la aceleracién de la floracion, que
produce una reduccidn en el nimero de granos por espiga y mayor peso final de granos. La
poblacion biparental derivada de I. Ceibo y N. Carumbé es una poblacion adecuada para el
estudio de las bases genéticas que explican la respuesta al fotoperiodo, que hasta el momento

no se habian identificado en las condiciones locales.

Palabras claves: cebada, fenologia, fotoperiodo, QTL.
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GENETIC FACTORS THAT AFFECT THE SUB-PHASES OF THE PHENOLOGY OF A
BARLEY (Hordeum vulgaris L.) POPULATION IN URUGUAY

SUMMARY

The requirements of the industry for barley genotypes that fulfill the need for malting quality and
good agronomic behavior impose challenges to local plant breeding programs. Phenology is an
important factor since it determines the adaptation, agronomic behavior and yield of the crop
under the local production conditions, which makes the understanding of its genetic control
highly important. With the objective of increasing the understanding of the genetics of the trait,
a recombinant inbred lines (RIL) population derived from the cross of two adapted varieties with
contrasting phenology: “CLE 202-INIA Ceibo” (I. Ceibo, late flowering and photoperiod
sensitivity) and “Nortefia Carumbé” (early flowering with low photoperiod sensitivity) was
studied. The population was characterized phenotypically (phenological and agronomic
behavior) in field trials during three years, with contrasting planting dates. The duration and
photoperiod response of the phenological sub-phases were measured. The population was
genotyped with, single nucleotide polymorphism (SNPs) and simple sequence repeats (SSR)
markers, distributed throughout the genome (except on chromosome 4H for which no
polymorphic markers were found). The length of phonologic sub-phases was explained by two
major QTL; one on chromosome 2H (with the photoperiod response gene PpdH1 as candidate),
and another on chromosome 3H (with the dwarfing gene denso as candidate). The cultivar I.
Ceibo contributed with the alleles for photoperiod sensitivity in time to heading and the allele of
denso with pleiotropic and additive effect on longer Z20-Z30 sub-phase. The Ppd-H1 locus had
an effect on the agronomic variable grain weight, probably explained by the acceleration of
flowering, which produces a reduction in the number of grains per spike and higher grain weight.
The biparental population derived from |. Ceibo and N. Carumbé is suitable for the study of the
genetic bases which explain photoperiod response, which had not been identified under under

local conditions until now.

Key words: barley, phenology, photoperiod, QTL.
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1. INTRODUCCION GENERAL
1.1.EL CULTIVO DE CEBADA

La cebada cervecera  (Hordeum  wulgare L) es una planta
monocotiledénea anual perteneciente a la familia Poaceae. Se trata de una especie autbgama
con un genoma diploide con 2n=2x=14 y un tamafio gendémico haploide de 5,1 Gb (International
Barley Genome Sequencing Consortium, 2012). La cebada es el quinto cultivo en términos de
produccion total en el mundo y el segundo cultivo de invierno en importancia en Uruguay
(MGAP, 2015).

Sus principales destinos en el mundo son la alimentacion animal y humana y la
produccion de cebada malteada o malta con destino a la produccion de cerveza. En Uruguay
se utiliza para ese ultimo destino, lo que impone varias restricciones en términos de requisitos
de calidad. La industria maltera uruguaya tiene un buen posicionamiento en el mercado regional
como proveedor de materia prima de las industrias malteras-cerveceras, lo que da a la
produccioén un fuerte caracter industrial-exportador y define en el cultivo una alta integracion
vertical. El area sembrada, al igual que las variedades que la integran, se encuentran reguladas
por las malterias a través de contratos de siembra que se ajustan a sus requerimientos de
cantidad y calidad de grano. De esta manera las malterias, a través de la eleccion de
variedades de cebada cervecera y de tecnologias de manejo del cultivo, procuran cumplir con
las necesidades de calidad de malta que demanda la industria cervecera moderna. Las
malterias tienen exigencias de parametros de calidad como granos sanos, libres de manchas,
con humedad de entre 13 y 18% con secado, con contenido proteico menor o igual a 12%, con
una clasificacion mayor a 80% en el tamiz de 2,5 mm y menor a 5% en el de 2,2 mm y con un
proceso de germinacién homogéneo (Donato y Sayas, 2017). El objetivo de la investigacion
nacional (y por tanto del mejoramiento genético nacional) es mejorar el rendimiento y la

eficiencia de la produccion de grano con calidad maltera.

Las exigencias de la industria por genotipos de cebada capaces de satisfacer las
demandas de calidad maltera, y a su vez adaptados a las condiciones ambientales locales,
imponen un desafio al mejoramiento genético nacional. Para esto, es de suma importancia la

comprension del control genético responsable de la fenologia, que se ha definido como el factor



mas relevante por determinar la adaptacion del cultivo a las distintas condiciones de

produccion.
1.2.CICLO DEL CULTIVO Y PROCESOS FISIOLOGICOS DEL DESARROLLO

Durante el ciclo del cultivo se producen cambios visibles en la morfologia externa de
las plantas, como en la actividad de los tejidos (desarrollo), no siempre perceptibles. La
descripcion de los diferentes estados externos e internos por los que atraviesa el cultivo de
cebada puede ser realizada mediante el uso de diferentes escalas que permiten tener una
referencia precisa de las diferentes etapas o estados de desarrollo. La escala decimal Zadoks
(Z0.0 a 29.9) (Zadoks et al., 1974) es la mas utilizada para describir estados de desarrollo de

la planta.

El ciclo de la cebada puede dividirse en cinco fases del desarrollo, 1) Emergencia, Z10,
2) Pre macollaje (Z10-Z22) entre emergencia e inicio de macollaje, 3) Macollaje (£22-230),
entre inicio de macollaje e inicio de encafiazon, 4) Encafiazon (Z30-Z49) entre inicio de
encafazén e inicio de espigazén y 5) Llenado de grano (Z49-Z90) entre antesis y madurez

fisiolégica.

En la primera fase, una vez que la semilla se siembra, absorbe agua del suelo, aparece
la radicula y es un determinante del inicio de la germinacién. La primer hoja verdadera se
elonga dentro del coleoptile y emerge en la superficie. Una vez que se produce la emergencia
de la primera hoja, las plantulas contintan emitiendo hojas a un ritmo constante (Miralles,
2014).

Aproximadamente al mismo tiempo en que tiene lugar la formacion y crecimiento de
macollos o tallos secundarios, comienza a desarrollarse la espiga del tallo principal (Z21-229).
Cada macollo tiene la misma capacidad que el tallo principal para producir espigas. El final del
macollaje suele coincidir con la fase en que se alcanza el nimero méximo de primordios de

espiguillas (Z30).

La fase de encafiazén (Z30-Z49) comienza cuando se detecta el primer nudo en la
base de la planta y se caracteriza por la elongacién de los entrenudos que dan forma al tallo y

posterior elongacion de los tallos secundarios. Algunos de ellos no culminaran el crecimiento.



Una vez que la hoja bandera se ha extendido completamente, comienza el embuche y
crecimiento de la espiga. EI comienzo de la aparicion de las aristas por encima de la vaina de
la hoja bandera (embuche), es un indicador de que las flores han alcanzado el estado de flor
fértil y la antesis esta ocurriendo. La emergencia de la espiga y la antesis son generalmente

sincronicas.

Por ultimo, durante la primera etapa de la fase de llenado de grano, etapa de cuaje o
fase lag, es cuando se termina de definir cuantas flores fecundadas se establecen como grano
a cosecha. Por su activa division celular se define el nimero de células endospermaticas y por
ende el peso potencial del grano. La fase de llenado efectivo comienza con la finalizacién de la

fase lag y termina en madurez fisiologica, alcanzando el maximo peso seco del grano.

En el desarrollo del cultivo, los estados internos observables en el apice meristematico

(Waddington et al., 1983), se relacionan con fases externas de la escala Zadoks.
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Figura 1: Desarrollo del cultivo de cebada esquematizado con escala Zadoks y Waddington. Adaptado
de Garcia, 2012.

Waddington et al. (1983) presentan una escala cuantitativa para el desarrollo
comenzando en la transicion del apice y continuando a través de la morfogénesis de la flor y

pistilo hasta la polinizacién, sin involucrar atributos de crecimiento y tamafio de la planta o sus



érganos. Durante la fase vegetativa (desde la germinacion de la semilla hasta el momento de
induccioén floral), el meristemo apical del tallo principal solo produce primordios foliares, y en

consecuencia determina el nimero de hojas de dicho tallo.

A partir de la induccién se produce la transformacion del apice de vegetativo a
reproductivo por lo que en ese momento comienza la diferenciacion de los primordios florales,
y futuros granos. La induccién floral es un proceso fisioldgico que implica cambios metabdlicos
como resultado de las sefales percibidas desde el ambiente. La primera evidencia morfolégica
a nivel del apice es la aparicion de la doble arruga (posee primordios florales y foliares). Bonnett
(1966) y Kitchen et al. (1983), reportaron que la aparicion de la doble arruga en el apice
meristematico es el primer indicador del final de la fase de iniciacion de hojas (IH) y el comienzo
de la fase de iniciacién de espiguillas (IE). Este momento (Figura 1) coincide con la aparicién
de la 5ta a 6ta hoja del tallo principal (Z21-Z22 en la escala Zadoks) (Gonzalez y Xavier, 2000).
Al mismo tiempo que transcurre el proceso de macollaje, en el apice de cada tallo sigue
ocurriendo la diferenciacién de nuevas espiguillas y en cada una de ellas las distintas
estructuras florales a partir del estado de triple lomo (Waddington et al., 1983). Sobre las
espiguillas centrales, se distinguen la aparicion de glumas y de lemmas. Durante esta fase, el

apice del tallo continua aun produciendo primordios de espiguillas.

La diferenciacion de la estructura de cada espiguilla comienza en la parte media de la
inflorescencia, prosiguiendo hacia el apice y la base de la espiga. El estado de iniciacion de los
estambres en los primordios indica que la diferenciacién de las espiguillas casi se ha

completado.

Con el estado de iniciacion de las aristas en la lemma de las espiguillas centrales, el
meristemo apical deja de producir primordios, por lo que en este estado, se alcanza el nimero
maximo de primordios florales (NMP). Este estado se alcanza entre los estados Z32-Z33
(Zadok, 2 0 3 nudos palpables en el tallo principal por sobre el suelo) (Figura 1). O sea, que la
diferenciacion de primordios de espiguillas continua una vez finalizado el macollaje y cesa
cuando en el tallo principal ya se han elongado los primeros dos a tres entrenudos (Gonzalez
y Xavier, 2000).



Desde este momento hasta la antesis se evidencia una pérdida de estructuras por
aborto principalmente de los primordios apicales. La completa diferenciacion y crecimiento de
las primeras espiguillas iniciadas comienza pocos dias después de doble arruga y continta

hasta el momento de antesis, (crecimiento de espiguillas, CE).
1.3.IMPORTANCIA DEL CONOCIMIENTO DE LAS SUB-FASES DE LA FENOLOGIA

El ciclo de desarrollo desde la siembra hasta antesis se divide en tres sub-fases:
iniciacion de hojas (IH), iniciacion de espiguillas (IE) y crecimiento de espiguillas (CE). Durante
estas sub-fases se determina: el numero potencial de tallos a partir del numero de hojas en el
tallo principal (durante la sub-fase IH), el numero potencial de espiguillas por espiga (durante
la sub-fase IE), y la sobrevivencia de tallos y primordios de espiguilla, quienes determinan el

numero de granos por unidad de area (durante la sub-fase CE) (Appleyard et al., 1982).

La evolucién del numero de primordios de espiguillas comienza con la transformacion
del apice meristematico de vegetativo a reproductivo (doble arruga), donde se dejan de
diferenciar primordios foliares para comenzar a diferenciarse primordios florales (espiguillas).
Estas etapas transcurren al inicio del desarrollo de la planta cuando la misma posee uno o dos
macollos y se prolonga en cada uno de los tallos hasta que alcanza el nimero maximo de
primordios (NMP). Sin embargo, solo una porcidn de estas estructuras logra sobrevivir dando
como resultado un numero de espiguillas finales al momento de antesis (NEF) inferior al valor
de NMP. Por lo dicho, NEF se puede expresar como el producto entre NMP y el porcentaje de
espiguillas fértiles (PEF) (Viega et al., 2005).

Las espiguillas de cebada son unifloras por lo que el resultado de los procesos de
diferenciacion y crecimiento o aborto de primordios de estructuras florales determinan el
numero de granos al momento de antesis. Es posible aumentar el numero de espiguillas fértiles
al momento de antesis tanto a través de un mayor NMP como de un mayor PEF (Viega et al.,
2000, 2001). Segun Appleyard et al. (1982), Garcia Del Moral y Ramos (1989), un mayor NMP

esta determinado por una mayor duracién de la sub-fase IE.

Teniendo en cuenta que los abortos de espiguillas ocurren desde Z33 hasta antesis,

estos resultados establecen una ventana critica en la definicién del rendimiento por espiga en



dicho periodo. Se reafirma ademas la importancia de establecer altas tasas de crecimiento del
cultivo durante el encafiado (CE), no solo porque de ello depende la sobrevivencia de los tallos,
sino también porque con ello se logra aumentar el tamafio de la espiga. Es por tanto una etapa

critica en cuanto a la concrecion del potencial de rendimiento (Viega et al., 2005).

1.3.1. Influencia de factores ambientales

Los mecanismos fisiologicos que gobiernan la transicion de una fase a otra en el
desarrollo del cultivo estan fuertemente influenciados por el ambiente. Estos factores
ambientales son: (i) la respuesta a la vernalizacion (Takahashiy Yasuda, 1970), (i) la respuesta

al fotoperiodo (Roberts et al., 1988) y (iii) la acumulacién térmica (Gallagher et al., 1991).

Los genotipos que necesitan una sefial externa como acumulacion de horas frio o
vernalizacion para inducir el paso a la fase reproductiva, se los conoce como genotipos
invernales (Limin y Fowler, 2002). Los invernales precisan de este periodo de exposicion a
bajas temperaturas (-5°C hasta 16°C, con un efecto maximo entre 0 y 8°C (Roberts et al.,
1988) para inducir la floracion, ya que el represor de la floracién deja de actuar cuando se ha
acumulado un nimero suficiente de horas de frio (Yan et al., 2004). Existe respuesta variable
a este factor, genotipos sensibles en mayor o menor grado, o con un requisito indispensable
(Roberts et al., 1988). En Uruguay se utilizan genotipos de primavera (sin requerimientos de

vernalizacion) debido al régimen de temperatura predominante.

El fotoperiodo es uno de los factores mas importantes que influyen en la tasa y
duracién del desarrollo de las plantas. En las plantas de dia largo, como la cebada, el proceso
de floracién se acelera en respuesta a incrementos en la duracion del dia, en la medida que
éste exceda las horas criticas o fotoperiodo critico. Segun Laurie et al. (1997), la respuesta al
fotoperiodo al incremento o disminucién de la longitud del dia es cuantitativa, una vez que el
valor critico ha sido alcanzado. Cuando las condiciones del medio no son dptimas, la respuesta
al fotoperiodo es uno de los mecanismos que tienen las plantas para impedir o acelerar la
floracion. En la cebada existe un umbral inferior de fotoperiodo, por debajo del cual la floracidn
no ocurre de ninguna manera (8-10 h) y un umbral superior por encima del cual un incremento
en el fotoperiodo no supone un cambio en la tasa de desarrollo (13-18h) (Roberts et al. 1988).

Entre ambos limites, Boyd et al. (2003) propusieron diferentes grupos segun el grado de



respuesta de los genotipos de cebada al fotoperiodo. Los genotipos insensibles al fotoperiodo
(photoperiod insensitive o Pl) (Gallagher et al., 1991), no responden, o lo hacen minimamente
al incremento en el fotoperiodo. Otros genotipos poseen grado de sensibilidad al fotoperiodo
variable alo largo del desarrollo, siendo insensibles en periodo vegetativo y después de antesis,
pero con un periodo de sensibilidad en el intervalo entre ambos periodos de insensibilidad

(PSP, photoperiod sensitive, periodo de sensibilidad al fotoperiodo Major, 1980).

Jones y Allen (1986), Wright y Hughes (1987) y Cao y Moss (1989b) encontraron que la
respuesta al fotoperiodo afecta el niumero final de hojas y la tasa de aparicion de las mismas.
Los genotipos sensibles a fotoperiodo, en condiciones de fotoperiodo corto, favorecen la
produccion de hojas (IH) aumentando su nimero, porque alargan el periodo vegetativo de
iniciacion de las mismas y retrasan la induccion floral (Roberts et al., 1988, Garcia Del Moral y
Ramos, 1989). Kernich et al. (1997) demostraron que la fase |E es mas sensible que IH. Cuando
los genotipos sensibles pasan a su fase reproductiva, aceleran su floracién en condiciones de
fotoperiodo largo (Mahfoozi et al., 2001). Los fotoperiodos largos aceleran la floracion y
estimulan la velocidad de produccién de primordios florales pero acortan su duracién, por lo
que reducen el niumero de granos por espiga (Roberts et al., 1988, Garcia Del Moral y Ramos,
1989). Miralles et al. (2000), demostraron que variaciones en el fotoperiodo durante la fase de
iniciacion floral podian suponer un incremento del nimero de flores fértiles. Si se aumenta la
duracion de la fase de elongacion del tallo (encafiazén), se aumenta el nimero de flores fértiles,

y por consiguiente, el nUmero de granos.

El tercer factor que influencia la fenologia es la temperatura post-emergencia de las
plantas. Segun Baker et al. (1986) y Cao y Moss (1989a y 1989b), el nimero de hojas del tallo
principal y la tasa de aparicion de hojas (diferenciacién de primordios foliares a nivel de apice
meristematico) estarian relacionadas con factores inherentes del ambiente, como la
temperatura, en unidades térmicas acumuladas. Hay y Ellis (1998) propusieron que la variacién
en el caracter de precocidad intrinseca de los genotipos era controlado por genes reguladores
de la tasa de desarrollo y nimero de hojas iniciadas en el tallo principal, directamente
relacionado con la duracién del periodo preinductivo propuesto por Roberts et al. (1988),
sumado a la influencia de la temperatura. Guitard (1960) encontré una reduccion del nimero

de flores por espiga cuando se acumula una temperatura por encima de 24 °C, debido a una



disminucidn en el numero de macollos y disminucion del tamafio de la espiga. A nivel nacional,
Ernst et al. (1993) y Benitez y Lecuona (1996) determinaron que una mayor temperatura en
épocas tardias de siembra conlleva a un acortamiento del ciclo a espigazén de cebada,

disminuyendo el numero de granos por espiga.

1.4.CONTROL GENETICO DE LA RESPUESTA AL FOTOPERIODO Y ACUMULACION
TERMICA

El conocimiento de la localizacion y el nimero de regiones gendmicas asociadas a
variables de interés como el desarrollo fenoldgico, puede ser una herramienta significativa para

la mejora de la eficiencia en un programa de mejoramiento.

Los loci responsables de la sensibilidad al fotoperiodo han sido ampliamente
estudiados en cebada (Hayes et al., 1993, Laurie et al., 1994, 1995, Read et al., 2003, Boyd et
al., 2003, Turner et al., 2005, Borras et al., 2010, 2012, Alqudah et al., 2014, Maurer et al.,
2015, 2016). Laurie et al. (1994, 1995) encontraron dos genes mayores responsables de la
respuesta al fotoperiodo, denominados Ppd-H1 y Ppd-H2. El locus Ppd-H1 esta situado en el
brazo corto del cromosoma 2H y regula la respuesta a floracién bajo fotoperiodos largos (mayor
a 14 h de luz) (Turner et al., 2005) de tal manera que el alelo sensible provoca el adelanto de
la floracion a medida que el fotoperiodo crece, mientras que la variacion no es significativa en
condiciones de fotoperiodo corto. El gen Ppd-H2, situado en el brazo largo del cromosoma 1H,
tiene un efecto significativo sobre la floracién solamente en condiciones de fotoperiodo corto
(Casao et al., 2011). No existe evidencia de interacciones epistaticas entre ambos genes
(Laurie et al., 1995).

Los genes implicados en la acumulacidn térmica, cuyos efectos no son directamente
atribuibles a la vernalizacion o fotoperiodo, se han denominado en general earliness per se
(eps). Laurie et al. (1995), trabajando con una poblacién derivada de la cruza Igri x Triumph,
identificaron 8 loci eps: eps2S proximo al centrdmero del brazo corto del cromosoma 2H;;
eps3L, en el brazo largo del cromosoma 3H; eps4L, en el brazo largo del cromosoma 4H; eps5L
en el brazo largo del cromosoma 5H; eps6L.1y eps6L.2, en el brazo largo del cromosoma 6H;
eps7S en el brazo corto del cromosoma 7H y eps7L en el brazo largo del cromosoma 7H.

Ademas, se han identificado otros loci causantes de precocidad denominados early maturity o



Eam (Franckowiak 2003 y 2004), algunos de los cuales son sindénimos de los eps, (eamé6 es
eps2S, por ejemplo) o de los genes de respuesta al fotoperiodo (Eam1 es Ppd-H1). Los Eam
que causan diferencias en la fecha de floracién en condiciones de fotoperiodo corto son eam7
en el brazo corto del cromosoma 6H (Stracke y Borner, 1998), eam8 en el brazo largo del
cromosoma 1H (Franckowiak, 1997), eam 9 en el brazo largo del cromosoma 4H (Franckowiak,

1997, Lundqvist et al., 1997) y eam10 en el brazo largo del cromosoma 3H (Borner et al., 2002).

Los loci reportados para tiempo a floracion usualmente tienen efecto sobre
caracteristicas agrondémicas como rendimiento, altura, resistencia a enfermedades, etc (Hayes
et al., 1993, Bezant et al., 1996, Tinker et al., 1996, Li et al., 2006). A su vez, se ha reportado
un gen de enanismo llamado denso (ubicado en el brazo largo del cromosoma 3H), posee
efecto pleiotrdpico sobre la fenologia (Laurie et al., 1993, Castro et al., 2008), afectando la fase
de macollaje (220-Z30) (Castro et al., 2017).

1.5.ANALISIS GENOMICO

La cebada posee caracteristicas que la hacen muy apropiada para estudios
gendmicos. Se trata de un cultivo con caracteristicas biologicas (especie diploide con
cromosomas citolégicamente bien diferenciados, genoma de tamafio medio, ciclo relativamente
corto y buena adaptacién para su desarrollo en condiciones controladas) que lo hacen un
excelente candidato para estudios basicos; cuenta con la posibilidad de desarrollar diferentes
lineas recombinantes, dobles haploides, etc. La incorporacion de herramientas genomicas en
esquemas de mejoramiento nacional para la obtencion de genotipos mejorados y el estudio de
bases genomicas de variables importantes para el cultivo en los ultimos afios ha crecido
sustancialmente. La identificacion de las regiones del genoma que afectan variables de
importancia es esencial para la caracterizacion y utilizacion de la variabilidad genética de
cualquier especie. El desarrollo de marcadores moleculares, mapas de ligamiento, localizacién
de loci de efecto cuantitativo (QTL) y estudios de diversidad genética han contribuido en ese

sentido.



1.5.1. Mapas de ligamiento y marcadores genéticos

Un mapa de ligamiento representa la posicion y distancia genética relativa entre
marcadores 0 genes a lo largo de los cromosomas. Estos mapas se basan principalmente en
que los genes 0 marcadores segregan via recombinacion cromosémica en meiosis al formarse
los gametos. Se asume que los marcadores que tienen una frecuencia de recombinacién igual
0 mayor a 50% se asume que segregan en forma independiente (no estén ligados), o estan
localizados en cromosomas diferentes. Si la frecuencia de recombinacién entre dos
marcadores es muy baja, se utiliza como estimador de la distancia entre marcadores ligados.
La unidad de distancia utilizada en estos mapas es centiMorgan (cM) o frecuencia de
recombinacién. Para la construccion de un mapa se necesitan tres pasos: producir o contar con
una poblacion de mapeo (poblacidn segregante que difiera en una 0 mas caracteristicas de
interés), identificar marcadores polimérficos y realizar el analisis de ligamiento de los

marcadores (Collard et al., 2005).

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacién fisica identificable
(locus) en un cromosoma. Un marcador puede ser un gen, o una secuencia de ADN no
codificante que puede variar entre individuos. Los polimorfismos explican la variacién entre los
individuos y pueden estar localizados en el gen de interés o en zonas cercanas al mismo. Los
mapas estan construidos en base a polimorfismos con marcadores morfol6gicos, bioquimicos
ylo moleculares. Los marcadores morfolégicos son caracteres o rasgos fenotipicos observables
y los marcadores bioquimicos se basan en las variantes alélicas de enzimas (isoenzimas).
Estos dos tipos de marcadores son influenciados por factores ambientales o por el estado de
desarrollo de los individuos. En cambio, los marcadores moleculares, basados en el ADN,
revelan las variantes en el ADN en determinados sitios del cromosoma (Jones et al., 1997).
Estos Ultimos se han convertido en los mas usados, debido a su abundancia y ausencia de
interaccion con factores ambientales y estado fenolégico de la planta (Winter y Kahl, 1995). Los
marcadores son polimorficos si se observan diferencias entre los genotipos, y monomorficos si
no hay variacion entre los genotipos en estudio. También se pueden clasificar como
codominantes o dominantes si el marcador discrimina entre individuos homocigotos y
heterocigotos para ese marcador. Dentro de los marcadores codominantes se cuenta con

polimorfismos en una sola base (SNP, por su sigla en inglés, Single Nucleotide Polymorphism),
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microsatélites (SSR, Simple Sequence Repeat), polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriccion, (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism). El abordaje de marcadores
moleculares por genes candidatos toma en cuenta que los genes deben estar ubicados en
regiones del genoma que afecten el caracter de interés y que a su vez deben cumplir un rol

fisiologico en la determinacidn del fenotipo (Collard et al., 2005).

El primer reporte de un mapa de marcadores moleculares en cebada fue para el cromosoma
6H en 1988 (Kleinhofs et al., 1988) y un mapa parcial de todo el genoma incorporando
marcadores RFLPs, morfoldgicos, isoenzimas y PCR fue publicado por Shin et al. (1990). Heun
(1991), Kleinhofs et al. (1993), Sherman et al. (1995), Qi et al. (1996, 1998) desarrollaron mapas
integrados con el objetivo basico de tener mayor cobertura y resolucion del genoma.
Ultimamente se utilizan cromosomas artificiales bacterianos (BACs), completamente
secuenciados y conservados para contextualizar el genoma de cebada (International Barley
Genome Sequencing Consortium, 2012). Recientemente Mascher et al. (2017), generaron un
mapa de cebada de excelente calidad, integrando conjuntos de BACs individuales reportados
por Beier et al. (2016), Ounit et al. (2015), Ariyadasa (2014), Mascher et al. (2013) y Lam et al.
(2012). El ensamblaje final a escala cromosomica del genoma de la cebada consiste en 6.347
super-scaffolds ordenados, compuestos de conjuntos combinados de BAC individuales, que
representan 4.79 Gb (~ 95%) del contenido de la secuencia gendmica, de los cuales 4.54 Gb
se asignaron a una ubicacion cromosomica precisa en el mapa de captura de conformacion

cromosomica (Hi-C) (Mascher et al., 2017).
1.5.2.  Analisis de QTL

El desarrollo de marcadores moleculares abundantes y procedimientos de analisis y
deteccion de QTL (revisados por Doerge, 2002) ha permitido avanzar en la identificacion,
localizacion y evaluacion del efecto de los factores genéticos determinantes de fenotipos. Uno
de los abordajes mas utilizados ha sido la utilizacién de poblaciones desarrolladas a partir de
cruzamientos entre dos genotipos (mapeo de QTL tradicional en base a poblaciones
biparentales) que se basa en la construccion de poblaciones balanceadas, sobre las que se
conoce la historia de recombinacién. Luego se busca una asociacion (estadistica) entre los

marcadores ordenados en un mapa de ligamiento y las variables fenotipicas de las lineas RIL
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(Hartl y Clark, 2007) que se supone relacionada con un ligamiento fisico (marcador se
encuentra fisicamente cerca al QTL) debido a que estimado en base a las distancias genéticas
(cM). A su vez se pueden estimar efectos de QTL en los intervalos entre marcadores a partir
del calculo de las probabilidades condicionales de los QTL. El andlisis de QTL de poblaciones
biparentales presenta la ventaja de maximizar la recombinacion de fragmentos del genoma de
los dos padres, particularmente si se utilizan lineas recombinantes endocriadas (RILs), pero
con la principal limitante que se asocia a los sesgos en la estimacion de los QTL (Jansen y
Stam, 1994). El uso de poblaciones pequefias para la deteccion de QTL conduce tedricamente
a una sobreestimacion de los efectos de los QTL y una subestimacion del numero y las
interacciones entre QTL (Melchinger et al., 1998). Sin embargo, la comparacidn entre distintos
tamarios de poblacion en base a datos reales indica que los QTL de mayor importancia pueden

ser detectados aun con poblaciones de tamafio relativamente reducido (Vales et al., 2005).

Para la realizacion del analisis de QTL se utilizan en general tres métodos: mapeo por
intervalo simple (simple interval mapping o SIM, por su sigla en inglés, Lander y Botstein, 1989),
mapeo por intervalos compuesto (composite interval mapping o CIM, por su sigla en inglés,
Zeng, 1994) y mapeo por intervalo multiple (multiple interval mapping o MIM, por su sigla en
inglés, Kao et al., 1999). EI SIM utiliza el mapa de ligamiento y analiza intervalos entre pares
de marcadores ligados a lo largo de los cromosomas (Lander y Botstein, 1989), mientras que
el CIM combina mapeo por intervalo compuesto con regresion lineal e incluye marcadores
genéticos adyacentes adicionales en el modelo estadistico (Jansen, 1993, Jansen y Stam,
1994, Zeng, 1993, 1994). EI MIM es el método mas efectivo ya que evalla las interacciones

epistaticas entre los QTL.

En el caso de la cebada, los primeros trabajos internacionales de analisis de QTL se
basaron en mapas de ligamiento de baja densidad de marcadores que fueron asociados con
caracteristicas de facil medicion (dias a floracidn, altura de planta) (Kleinhofs et al., 1988, Barua
et al., 1993, Laurie et al., 1995). Luego se realizaron analisis de QTL para variables mas
complejas como componentes del rendimiento y rendimiento en si (Hayes et al., 1993, Backes
et al., 1995, Mather et al., 1997, Yin et al., 1999, Zhu et al., 1999, Teulat et al., 2001, Read et
al., 2003, Yin etal., 2005, Li et al., 2006, Gynesis et al., 2007).
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1.5.3. Estudios genémicos de cebada en Uruguay

El primer estudio de diversidad a nivel molecular fue realizado para estudiar la
diversidad de una coleccion nacional de germoplasma, utilizando una muestra de materiales
caracterizados mediante marcadores moleculares del tipo RAPDs (Balbi et al., 1995).
Posteriormente se han reportado marcadores asociados a porcentaje de extracto utilizando
lineas avanzadas de la poblacion Defra x Estanzuela Quebracho (Capdevielle et al, 1999). Se
caracterizaron genotipos con diferentes niveles de resistencia a mancha borrosa (enfermedad
relevante en cebada) utilizando RAPDs y SSRs (Albin et al., 2005) y se utilizaron lineas
avanzadas de los programas de mejoramiento nacional y variedades en evaluacion oficial para
estudiar la diversidad alélica de un gen que codifica beta-amilasa (Bmy1) (Goémez, 2005).
Utilizando mapeo de QTL en una poblacién bi-parental (Full Pint/Baronesse), se identificaron
QTL asociados a calidad maltera y dormicion de semilla (Castro et al., 2010) y resistencia a

enfermedades (Castro et al., 2012).

Se ha avanzado mucho en estudios gendmicos asociados a fenologia. La fecha de
espigazén de un genotipo es fundamental para determinar su potencial de rendimiento en
Uruguay (Castro et al., 1997) en gran medida porque determina el momento del llenado de
grano. Los cultivares utilizados en el pais son de habito primaveral, sin requerimientos de
vernalizacion y con distintos grados de respuesta al fotoperiodo. Cuando un cultivo alcanza la
antesis a fines de setiembre o principios de octubre su llenado de grano se da en las mejores
condiciones climaticas ya que antesis mas tardias significan llenado de grano a fines de octubre
y noviembre, con mayor temperatura promedio, lo que reduce el rendimiento y la calidad del
grano (Kemanian y Viega, 1998). La caracterizacion de una amplia muestra de germoplasma
ha mostrado que la combinacién de ciclo corto a antesis y periodo de llenado de grano largo
se asociaron a mayor potencial de rendimiento y mayor estabilidad de dicho rendimiento
(Castro y Kemanian, 1999; Castro et al., 1997). Estudiando la fenologia de la poblacién Full
Pint/Baronesse, Castro et al. (2008) reportaron efectos significativos y completamente aditivos
de eps2S y denso para la fecha de antesis. Existe una clara asociacion entre momento de

floracion y tamafio y peso de grano, siendo los mismos alelos los que determinaban floracién
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temprana y mayor peso de grano (Castro et al., 2008). Castro et al. (2017) reportaron que
dichos efectos eran especificos para dos sub-fases diferenciadas (eps2S afectaba la fase de
encafazén y denso la fase de macollaje) lo que explicaba la completa aditividad de los efectos
para fecha de antesis. Utilizando una coleccion de germoplasma representativo del
mejoramiento regional, Locatelli et al. (2013) reportaron la asociacién significativa de varios
marcadores con rasgos fenoldgicos (tiempo a floracion y llenado de grano). Encontraron dos
QTL para tiempo a floraciéon, en el cromosoma 2H y 7H 'y cuatro QTL para periodo de llenado
de grano (cromosomas 2H, 4H, 5H y 7H). Las regiones genomicas que afectaron la fenologia
también presentaron efectos significativos para numerosas variables agrondémicas, como
componentes del rendimiento, espiga por metro cuadrado e indice de cosecha (Locatelli et al.,
2013). Considerando todos los factores, el genotipo ideal para la cebada en Uruguay deberia
tener respuesta al fotoperiodo, antesis temprana y periodo de llenado de grano largo (Castro y
Kemanian, 1999; German et al., 2000).

En funcién de los antecedentes mencionados, el objetivo de este trabajo es la
profundizacién en el estudio de los factores genéticos (y sus combinaciones) que controlan la
fenologia de cebada en las condiciones ambientales de Uruguay, con énfasis en la
incorporacion de la respuesta al fotoperiodo y su impacto en la adaptacién del cultivo. Para ello
se utilizo el analisis de QTL en base a una poblacion de lineas F7 (87 lineas) obtenidas de la
cruza de padres con fenologia contrastante y muy bien caracterizadas a nivel nacional. La
poblacion segregante fue obtenida a partir de la cruza de CLE 202-INIA Ceibo (material
nacional de ciclo largo con sensibilidad al fotoperiodo) y Nortefia Carumbé (cultivar de ciclo
corto, originario de North Dakota, con baja sensibilidad al fotoperiodo). Se caracterizd
genotipicamente la poblacién mediante marcadores moleculares (SSR y SNPs) dispersos por
el genoma y se caracterizd en forma extensiva el comportamiento fenolégico y agronémico

mediante experimentos a campo.

-14 -



2. “Ppd-H1y denso AFECTAN LAS SUB-FASES PRE-ANTESIS DE UNA POBLACION
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2.1.RESUMEN

El control genético de las fases pre-antesis de cebada, es determinante para entender la
adaptacién y comportamiento agrondmico del cultivo. Con el fin de identificar dichos
determinantes genéticos se estudio una poblacién de lineas endocriadas recombinantes (RIL)
derivada del cruzamiento de dos variedades adaptadas: “INIA (I.) Ceibo” (variedad de ciclo
largo con sensibilidad al fotoperiodo) y “Nortefia (N.) Carumbé” (ciclo corto y con menor
sensibilidad al fotoperiodo). La poblacidn se caracterizo fenotipicamente durante tres afios, con
fechas de siembra contrastantes donde se midieron la duracion y respuesta al fotoperiodo de
las sub-fases pre-antesis. La poblaciéon fue genotipada con marcadores moleculares
distribuidos por el genoma. La duracion de las sub-fases hasta antesis estuvo explicada por
dos QTL mayores: en el 2H (con PpdH1 como gen candidato) y otro en el 3H (con denso como
gen candidato), el cultivar I. Ceibo aporté el alelo de sensibilidad al fotoperiodo en el tiempo a
antesis en el 2H y el alelo de baja altura con efecto peliotrépico de larga duracion de la sub-
fase Z20-Z30 en el 3H. El alelo de I. Ceibo de Ppd-H1 fue sensitivo al fotoperiodo, acelerd la
floracion en dias largos acortando la duracion de la sub-fase Z30-Z49. La poblacién derivada
de la cruza de I. Ceibo y N. Carumbé fue una herramienta adecuada para el estudio de las
bases genéticas que explican la respuesta al fotoperiodo. Este es el primer reporte de QTL que

afectan la respuesta al fotoperiodo bajo condiciones locales.

Palabras claves: cebada, fenologia, fotoperiodo, RILs, QTL.

! Articulo cientifico a ser presentado en revista Agrociencia Uruguay.
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"Ppd-H1 and denso AFFECT THE SUB-PHASES PRE-ANTHESIS IN A BIPARENTAL
BARLEY POPULATION IN URUGUAY"

2.2. SUMMARY

The genetic control of barley pre-anthesis phases is a key factor for the understanding of
adaptation and agronomic behavior of the crop. In order to identify these genetic determinants,
a recombinant inbred lines (RIL) population derived from two adapted varieties with contrasting
phenology: “INIA (I.) Ceibo” (late flowering variety with photoperiod sensitivity) and “Nortefia
(N.) Carumbé” (early flowering variety with low sensitivity to photoperiod) was studied. The
population was phenotypically characterized during three years, in contrasting planting dates
where duration and photoperiod response of the pre-anthesis sub-phases were measured. The
population was genotyped with molecular markers distributed throughout the genome. The
length of sub-phases a anthesis was explained by two QTL; in 2H (with PpdH1 as candidate
gene) and another in 3H (with denso as candidate gene). The cultivar I. Ceibo contributed with
the alleles of photoperiod sensitivity in 2H and longer Z20-Z30 sub-phase in 3H. The allele from
I. Ceibo on Ppd-H1 was sensitive to photoperiod, accelerated flowering under long days and
shortening the duration of the Z30-Z49 sub-phase. The I. Ceibo x N. Carumbé population was
an adequate tool to study the genetic bases explaining the photoperiod response. This is the

first report of QTL affecting photoperiod response under local conditions.

Key words: Barley, Phenology, Photoperiod, RILs, QTL.
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2.3.INTRODUCCION

La fenologia es importante ya que condiciona el potencial de rendimiento y la adaptacion de
los cultivos a condiciones ambientales particulares (Richards, 1991). La fenologia determina la
duracion y el momento de ocurrencia de las fases del desarrollo del cultivo lo que define las
condiciones ambientales para cada una de ellas. En cebada (Hordeum vulgare), si bien la
determinacion del rendimiento ocurre durante todo el ciclo del cultivo, no todas las fases tienen
la misma importancia para la definicion del mismo. El ciclo de desarrollo desde la siembra hasta
antesis se puede dividir en tres sub-fases: iniciacion de hojas (IH), iniciacion de espiguillas (IE)
y crecimiento de espiguillas (CE) (Appleyard et al., 1982). Las tres fases se corresponden con
la denominacion Z10-222, 222-Z230 y Z30-Z49 (Zadoks et al., 1974), respectivamente. Durante
estas sub-fases se determina el niumero potencial de tallos a partir del nimero de hojas en el
tallo principal (durante la sub-fase IH), el nimero potencial de espiguillas por espiga (durante
la sub-fase IE), y la sobrevivencia de tallos y primordios de espiguilla, quienes determinan el

numero de granos por unidad de area (durante la sub-fase CE) (Appleyard et al., 1982).

Existen mecanismos fisiolégicos que gobiernan la transicion de una fase a otra en el desarrollo
del cultivo que estan fuertemente influenciados por el ambiente. Estos factores ambientales
son: (i) la respuesta a la vernalizaciéon (Takahashi y Yasuda, 1970), (ii) la respuesta al
fotoperiodo (Roberts et al., 1988) y (iii) la acumulacién térmica (Gallagher et al., 1991). El
fotoperiodo afecta solamente a la tasa de desarrollo de determinadas fases fenoldgicas
mientras que la acumulacién térmica afecta a todas las fases y todos los cultivares son
sensibles a este factor (Garcia Del Moral et al., 2002). Jones y Allen (1986), Wright y Hughes
(1987) y Cao y Moss (1989) encontraron asociacion del fotoperiodo con el numero final de
hojas y la tasa de aparicion de las mismas. Roberts et al. (1988) y Garcia Del Moral y Ramos
(1989) encontraron que en condiciones de fotoperiodo corto los genotipos sensibles a
fotoperiodos incrementan la produccion de hojas (IE), porque alargan el periodo vegetativo.
Kernich et al. (1997) observaron que la duracién de IH e IE decrecieron con aumentos de
fotoperiodos largos porque incrementaron la tasa de desarrollo. Durante |IE se alcanza el
numero maximo de primordios florales (NMP) y queda fijado el nimero maximo potencial de
granos por espiga (citado por Gonzalez y Xavier, 2000, Waddington et al., 1983). Seguidamente

comienza la fase de CE, durante la cual, cualquier cambio como estimular la velocidad de
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produccién de espiguillas durante esta fase, puede interrumpir su desarrollo y conducir a
esterilidad floral y por ende, disminuir el nimero de granos formados por espiga (Garcia Del
Moral y Ramos, 1989). Teniendo en cuenta que el nimero maximo de primordios florales (NMP)
se alcanza entre los estados Z32-Z33, es de suma importancia establecer altas tasas de
crecimiento del cultivo durante el encafiado (Z30-Z49) no solo porque de ello depende la
sobrevivencia de los tallos, sino también porque con ello se logra aumentar el tamafio de la
espiga y por tanto es una etapa critica en cuanto a la concrecion del potencial de rendimiento
(Viega et al., 2005).

El ciclo del cultivo de cebada en Uruguay comienza con la siembra en otofio y principios de
invierno (mayo/junio/julio) y finaliza con la cosecha en primavera (noviembre) (Castro et al.,
2008). En los inviernos la temperatura minima es normalmente superior a 0 °C, y las
temperaturas en primavera promedian 15-20 °C. Por estas condiciones ambientales
predominantes, en Uruguay se utilizan genotipos de primavera (sin requerimientos de
vernalizacion). De acuerdo a la informacion nacional, el genotipo mas adaptado tendria que
tener un llenado de grano en condiciones dptimas (temperaturas moderadas) para lo cual la
antesis tiene que ocurrir a fines de setiembre o principios de octubre. Si sucede mas tarde, el
llenado de grano ocurrira a altas temperaturas, acortando la duracion del llenado y el
rendimiento se vera amenazado (Castro et al., 1997). Si ocurre mas temprano existe el riesgo

de dafio por heladas tardias (Castro et al., 2008).

Segun Laurie et al. (1997) la respuesta al fotoperiodo varia con el incremento o disminucion de
la longitud del dia, una vez que el valor critico ha sido alcanzado. Segun Roberts et al. (1988)
en la cebada existe un umbral inferior de fotoperiodo, por debajo del cual la floracién no ocurre
de ninguna manera (8-10 h) y un umbral superior por encima del cual un incremento en el
fotoperiodo no supone un cambio en la tasa de desarrollo (13-18 h). Entre ambos limites, Boyd
et al. (2003) propusieron diferentes grupos varietales segun el grado de respuesta de los
genotipos de cebada al fotoperiodo. Por un lado, genotipos insensibles al fotoperiodo
(Gallagher et al., 1991) no responden al incremento en el fotoperiodo o que lo hacen
minimamente y en otro grupo, aquellos que si responden al fotoperiodo (sensibles). En otro
grupo existen los genotipos cuyo grado de sensibilidad al fotoperiodo varia a lo largo del

desarrollo, siendo insensibles en la fase vegetativa y durante la fase que precede a la antesis.
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El intervalo entre ambos periodos de insensibilidad se denomina periodo de sensibilidad al
fotoperiodo (Major, 1980). En este periodo se produce una relacion lineal entre el incremento
en el fotoperiodo y el adelanto en la espigazdn, siendo la tasa de crecimiento variable en

funcion de los genotipos y la temperatura (Ellis et al., 1988, revisado por Cuesta Marcos 2007).

Los loci responsables de la sensibilidad al fotoperiodo han sido ampliamente estudiados en
cebada (Hayes et al., 1993; Laurie et al., 1994; Laurie et al., 1995; Read et al., 2003; Boyd et
al., 2003; Turner et al., 2005; Borras et al., 2010; Borras et al., 2012; Alqudah et al., 2014;
Maurer et al., 2015, 2016). Laurie et al. (1994,1995), encontraron dos genes mayores
responsables de la respuesta al fotoperiodo. El gen Ppd-H1 esté situado en el brazo corto del
cromosoma 2H y regula la duracion de la antesis bajo fotoperiodos largos (mayor a 14 h luz)
(Turner et al., 2005) de tal manera que el alelo sensible provoca el adelanto de la floracion a
medida que el fotoperiodo crece, mientras que la variacidn no es significativa en condiciones
de fotoperiodo corto. El gen Ppd-H2, situado en el brazo largo del cromosoma 1H, tiene un
efecto significativo en la variacion de la floracion solamente en condiciones de fotoperiodo corto
(Casao et al., 2011). No existe evidencia de interacciones epistaticas entre ambos genes
(Laurie et al., 1995).

El gen de enanismo denso, ubicado en el brazo largo del cromosoma 3H posee efecto
pleiotropico sobre la fenologia (Laurie et al., 1993). Estudiando la fenologia de la poblacién Full
Pint/Baronesse en las condiciones ambientales de Uruguay, Castro et al. (2008) reportaron
efectos significativos y completamente aditivos de genes implicados en la acumulacién térmica,
earliness per se (eps2S) y denso para la fecha de antesis. En un trabajo posterior (Castro et
al., 2017) reportaron que dichos efectos eran especificos para dos sub-fases diferenciadas
(eps2S afectaba la encafiazén y denso la fase de macollaje) lo que explicaba la completa
aditividad de los efectos para fecha de antesis. En Uruguay, en ninglin caso hasta el momento,

se lograron detectar efectos de los genes reportados que determinan respuesta a fotoperiodo.

El conocimiento de los factores genéticos, asi como la posibilidad de controlar la duracion de
las distintas sub-fases del ciclo del desarrollo, sin afectar el tiempo total hasta antesis (Slafer,
2003) puede ser un insumo importante para el desarrollo de estrategias eficientes como apoyo

en los programas de mejoramiento. Por tanto, el objetivo del presente trabajo es avanzar en el
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estudio de las bases genéticas de las sub-fases de fenologia de la cebada en Uruguay,
complementando el estudio de Castro et al. (2017) con énfasis en el control de la respuesta a
fotoperiodo y su impacto en la adaptacion del cultivo. Para ello, se utilizé el anélisis de QTL y
una poblacién de lineas F7 obtenidas de la cruza de padres con fenologia contrastante: “CLE
202-INIA (1) Ceibo” (cultivar de ciclo largo con sensibilidad al fotoperiodo) y “Nortefia (N)
Carumbé” (cultivar de ciclo corto con baja sensibilidad al fotoperiodo). La poblacion se
caracterizd genotipicamente mediante marcadores moleculares distribuidos por el genoma y
se fenotipd en forma extensa el comportamiento fenologico y agronémico mediante

experimentos a campo.

2.4.MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material genético

Se utilizd una poblacion de 87 lineas recombinantes (Recombinat Inbred Lines, RIL) de cebada
en filial 7 (F7), descendientes del cruzamiento de “l. Ceibo” (un cultivar con ciclo largo y
sensibilidad al fotoperiodo) y “N. Carumbé” (un cultivar de ciclo corto y menor sensibilidad al

fotoperiodo).

2.4.2. Caracterizacion fenotipica

Se caracteriz6 el comportamiento fenoldgico en siete ensayos sembrados en el campo
experimental de la estacion experimental “Dr. Mario A. Cassinoni” (EEMAC), en Paysandd,
(68°C 03'W, 32°C 55'S). En todos los experimentos se utilizdé un disefio con cuatro bloques
incompletos con seis testigos repetidos (N. Carumbé, 1. Ceibo, Clipper, Dayman, Estanzuela
(E) Quebracho, Pern)

Los siete ensayos fueron sembrados en tres afios y en diferentes épocas de siembra. En el
2013 los ensayos se sembraron el 28 de mayo (13EA), 13 de junio (13E1) y el 9 de agosto
(13E2). En el 2014, los ensayos se sembraron en dos épocas, 24 de junio (14E1) y 11 de
agosto 2014 (14E2). En tanto, las fechas de siembra de 2015 fueron el 6 de junio (15E1) y 1
de setiembre (15E2). El ensayo 13EA tuvo un tamafio de parcela de 1 m de largo con dos

surcos separados a 0,20 m, mientras que 13E1y 13E2 tuvieron un tamafio de parcela de 3 m
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de largo con tres surcos separados 0,20 m. Los ensayos de 2014 y 2015 tuvieron un tamafio

de parcelas de 4 m de largo con seis surcos separados 0,17 m.

En los siete ensayos se determind la duracion de las diferentes fases del desarrollo en base a
la escala de Zadoks (Zadoks et al., 1974): tiempo a macollaje, (Z10-Z22); macollaje (222-Z30);
encafado (Z30-Z49) y tiempo a antesis (Z10-Z49). En seis ensayos, se determind la duracién
del llenado de grano (Z49-290) y tiempo a madurez fisiolégica (210-290), mientras que en 2014
en la época tardia, se determind Z10-Z60. Todas las variables se registraron en grados dias
(°Cd), utilizando la temperatura promedio diaria y una temperatura base de 0 °C hasta antesis

y 5 °C para llenado de grano.

La respuesta al fotoperiodo (RF) se determind como la diferencia en la duracién en tiempo
térmico de una fase determinada entre fechas contrastantes de siembra (diferencia entre la
duracién de dicha fase entre una siembra temprana y una tardia). Menores valores en la
diferencia indican una duracién similar en fechas de siembra contrastantes, y por tanto una
menor sensibilidad al fotoperiodo (Yin et al., 2005). Se utilizé dos cultivares como testigos para

alta y baja sensibilidad al fotoperiodo, E. Quebracho y Perun, respectivamente.

2.4.3. Caracterizacion genotipica
2.4.3.1. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de material vegetal de cada genotipo de la poblacién RIL con ISOLATE Plant
DNA Mini Kit (www.bioline.com/isolate). La calidad y cantidad de ADN fue verificada mediante

NanoDrop®.
2.4.3.2. Seleccion de marcadores

La poblacion se genotip6 con un panel de ADN con el método de next generation genomics
(NGG) de Eureka Genomics que consiste en un set de 426 iSelect SNPs (Castro et al., 2017)
de los cuales, 126 marcadores fueron polimérficos para nuestra poblacién. Se realizé una
busqueda de marcadores moleculares previamente publicados en otras poblaciones de cebada
y en base de datos como Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y GrainGenes
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). De un total de 54 marcadores del tipo

microsatélites (SSR) candidatos, solo 14 fueron polimérficos para los padres de la poblacion
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derivada de I. Ceibo y N. Carumbé. El genotipado de la poblacion de 87 RILs se realizo
mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) ajustando las condiciones éptimas de

amplificacién para cada par de cebadores, y posterior electroforesis en gel de agarosa.
2.4.3.3. Mapa de ligamiento

Para la construccion del mapa de ligamiento se utiliz6 GMendel 3.0 y se utilizé un valor minimo
de LOD (minlod) de 3,0 y recombinacion méaxima (rmax) de 0,25. El orden mas probable de los
marcadores se obtuvo mediante andlisis de maxima verosimilitud y las frecuencias de
recombinacidn calculadas usando la funcién de Kosambi se utilizaron para inferir las distancias

de recombinacion en cM.
24.4. Analisis de QTL

El analisis de QTL se realiz6 mediante el procedimiento de mapeo por intervalo compuesto
(CIM) (Zeng, 1994) implementado en el software de Windows QTL Cartographer 2.5 (Wang et
al., 2005). El método de regresion seleccionado fue el forward-backward con un umbral de
significacion de 0,10. El numero maximo de cofactores fue 5 con un tamafio de ventana de 10
cM. El umbral se determiné utilizando 500 permutaciones con un nivel de significacion de 0,05

en todo el genoma.

Por cada QTL significativo, se calculd r? (proporcién de la varianza fenotipica explicada por el
QTL individual) y los valores de efecto aditivo. Las interacciones epistaticas entre QTL se
evaluaron con el mapeo de intervalo multiple (MIM, Kao et al., 1999) utilizando 1000
permutaciones, herramienta implementada en Windows QTL Cartographer 2.5 usando Criterio
de Informacion Bayesiano (BIC-MO0).

Para llevar a cabo este analisis se tuvieron en cuenta los 87 individuos, los 142 marcadores y
las 20 variables fenotipicas (Z210-222, Z22-Z30, Z10-Z30, Z30-249, Z10-Z49, Z49-Z90, Z10-
Z90 y sus respectivas respuestas al fotoperiodo; A su vez, se agregaron datos de siete
variables agronémicas para cada genotipo: rendimiento en grano (Rend, kg/ha), peso de mil
granos (PMG, g), granos por metro cuadrado (granos/m?), espiga por metro cuadrado
(espigas/m?), granos por espiga (granos/espiga), porcentaje de grano con diametro mayor a
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2,5 mm (P1 (%)), porcentaje de grano con diametro mayor a 2,8 mm (P2 (%)) y altura de planta

(cm). En todas las variables se utilizaron las medias corregidas.

2.5.RESULTADOS
2.5.1. CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales para los tres afios mostraron variaciones tanto en temperatura
como en precipitacion (Figura 1y 2). En 2013, 2014 y 2015 existi6 un déficit de precipitaciones
en comparacion con el promedio historico, excepto lluvias especificas en agosto 2015 que
superaron la media histérica. Las temperaturas durante 2013 y 2014 fueron mas bajas que el
promedio historico (2002-2012 de la estacion climatolégica EEMAC, Paysandu, Uruguay),
excepto en el mes de octubre que fue mayor en los dos afos. En 2015 las temperaturas
generalmente no variaron con respecto al promedio histérico, salvo que se registraron

temperaturas mas bajas en el mes de julio.
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Figura 1: Lluvias promedio de diez dias de tres afios y promedio de 10 afios en milimetros (mm) de la estacion climatolégica EEMAC, Paysandu, Uruguay (58° 03'W, 32°55'S) a lo
largo del desarrollo del ciclo del cultivo hasta antesis. Barras horizontales enteras indican tiempo promedio a antesis de la época 1 (azul 2013, bord6 2014 y verde 2015). Barras

horizontales punteadas, indican tiempo promedio a antesis de la época 2 (azul 2013, bordd 2014 y verde 2015).
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Figura 2: Temperaturas medias diarias en °C de la estacién climatologica EEMAC, Paysandu, Uruguay (58° 03'W, 32°55'S) a lo largo del desarrollo del ciclo del cultivo hasta antesis.
Barras horizontales enteras indican tiempo promedio a antesis de la época 1 (azul 2013, bordé 2014 y verde 2015). Barras horizontales punteadas, indican tiempo promedio a antesis
de la época 2 (azul 2013, bord6 2014 y verde 2015).
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2.5.2.  RANGOS Y DISTRIBUCION FENOTIPICA DE LAS RILS

Los cultivares I. Ceibo y N. Carumbé presentaron diferencias en su comportamiento fenoldgico
en las condiciones de los experimentos. En las zafras 2013 y 2015, I. Ceibo presentd mayor
duracion tanto del ciclo a antesis como de sus sub-fases (Z10-Z30 y Z30-Z49) que N. Carumbé.
Esas diferencias fueron menores en las épocas de siembra tardias. Ambos padres tienden a
reducir la duracion de ciclo y sub-fases en la época tardia. En general, |. Ceibo es quien
presentd la mayor reduccion. En 2014, el comportamiento de los padres fue diferente, mientras
. Ceibo presentd menor duracion de Z10-230, Z30-Z49 y Z10-Z49 en época tardia, N. Carumbé

tuvo mayor duracion en relacion a los valores de la época de siembra temprana.

La duracién de la sub-fase Z10-Z30 (Cuadro 1), fue significativamente mayor en . Ceibo que
en N. Carumbé para cinco de los siete ambientes (no presento diferencias significativas en las
épocas tardias de 2014 y 2015). En 2013 las diferencias en duracion entre épocas para cada
padre fueron comparativamente menores. En 2014 y 2015 |. Ceibo tuvo menor duracion de la
fase en la época tardia que en la época temprana, mientras que N. Carumbé fue menor en

menor medida (2015) o no la reduce (2014).

Para la sub-fase Z30-Z49 hay diferencias significativas entre los padres en cuatro de los siete
experimentos. En 2013, en E1 I. Ceibo tuvo una duracién de dicha sub-fase mayor a N.
Carumbé mientras que en las otras dos sub-fases no hay diferencias significativas. En 2014 y
2015, I. Ceibo present6 valores iguales o menores a N. Carumbé y presentd una tendencia a

una diferencia mayor entre la duracion de la época temprana y la época tardia (Cuadro 1).

Para Z10-Z49, I. Ceibo tuvo un ciclo mas largo o igual que N. Carumbé en todos los
experimentos de época temprana y en la época tardia en 2013. A su vez, dicho cultivar tuvo
menor duracion total a antesis con el retraso de la época de siembra en los tres afios. En
cambio, N. Carumbé, en épocas tardias redujo la duracion del ciclo a antesis en 2013 y 2015,

pero en 2014 presentd un ciclo mas largo (Cuadro 1).

En general la media de la poblacion se encontrd en el intervalo entre I. Ceibo y N. Carumbé

para todas las sub-fases y afios (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Tiempo térmico promedio (°Cd) a antesis (210-Z49) y de sus sub-fases (Z10-30, Z22-Z30,
230-249, Z10-Z49 para la poblacién de mapeo y sus padres, incluye los valores de significancia (p-valor con

0=0,05) para todos los ambientes. Ns, no es significativo y ND, no hay datos. .

W- - - - ﬂﬁ - ﬁ

N. Carumbé 520 533 590 571 652 635 539

Media de lapoblacion 576 597 618 702 641 768 530

N. Carumbé 253 303 243 299

Media de la poblacion 307 376 278 408

N. Carumbé 514 369 318 463 548 499 331

Media de lapoblacion 528 351 261 374 359 381 264

N. Carumbé 1043 927 903 1034 1197 1134 870

Media de lapoblacion 1104 948 879 1076 1000 1149 794
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En general, la distribucién de los valores de la poblacion para Z10-Z30, Z30-Z49 y Z10-Z49
para todos los ambientes (Figura 3, a modo de ejemplo) mostré una menor longitud de las fases
a medida que se atraso la fecha de siembra. Sin embargo, en 2013 la poblacién present6 una
distribucion similar para la sub-fase Z10-Z30 en las dos épocas extremas (13EA y 13E2). En el
2014, las distribuciones de las tres variables se superpusieron entre épocas de siembra, en
particular Z30-Z49, mientras que en 2015 existio una clara disminucion de los valores de las

tres variables con al atraso de la fecha de siembra (Figura 3).

Respecto a la respuesta al fotoperiodo (Cuadro 2) en todos los ambientes el testigo E.
Quebracho present6 alta sensibilidad al fotoperiodo, mientras que el testigo Perun presentd
una baja sensibilidad como se esperaba, excepto en el 2013 que presentd sensibilidad en Z30-
Z49y 710-Z49.

El cultivar I. Ceibo, presentd una moderada a alta respuesta al fotoperiodo, en diferentes
combinaciones sub-fase/afio, mientras que N. Carumbé presentd baja sensibilidad en la

mayoria de las sub-fase.

La media de la poblacién presenté sensibilidad al fotoperiodo en la mayoria de los ambientes,
asemejandose a la respuesta de I. Ceibo. En el 2013, la media de la poblacién para la sub-fase

Z10-Z30, presentd una baja sensibilidad al fotoperiodo.
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Figura 3: Rangos vy distribucion fenotipica de las lineas RILs para la duracion (°Cd) de las fases Z10-Z230, Z30-
Z49 y 710-Z49 para el afio 2015 en cada época (E1y E2. En el eje x se representan los °Cd de los padres en
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Cuadro 2: Respuesta al fotoperiodo para los dias a antesis (Z10-Z49) y sus sub-fases (Z10-30, Z30-Z49) para |.
Ceibo, N. Carumbé, testigos con alta sensibilidad al fotoperiodo (Estanzuela Quebracho) y con baja sensibilidad
al fotoperiodo (Pertn)y la media de la poblacion de mapeo (Xm). Todos los valores estan expresados en grados
dias (°Cd).

RF l. Ceibo N. Carumbé  Quebracho Peruin Xm
Z210-Z30
2013 (EA-E2) 13 -61 14,5 -38 -42
2014 129 -31 36 0,9 61
2015 221 96 135 ND 235
230-Z49
2013(EA-E2) 267 196 98 37 268
2014 7 -85 123 -55 17
2015 116 168 157 ND 113
210-Z49
2013(EA-E2) 249 140 229 203 227
2014 182 -163 160 -56 78
2015 379 230 292 ND 342

2.5.3. MAPA DE LIGAMIENTO

Se construyd el mapa de ligamiento con 142 marcadores moleculares, 14 SSR y 128 SNPs
distribuidos en 22 grupos de ligamiento. Dichos grupos de ligamiento fueron asignados a los 7
cromosomas de cebada (Figura 3) utilizando como referencia la localizacién de los marcadores
en el mapa consenso (Alqudah et al., 2014 y Mufioz-Amatriain et al., 2011). EI mapa de
ligamiento abarca 729 ¢cM con un valor minimo de LOD (minlod) de 3,0 y recombinacién maxima
(rmax) de 0,25. Cuando la distancia entre marcadores es mayor a 10 cM se le asigna a otro
grupo de ligamiento; El cromosoma 4H posee escasos marcadores moleculares y a una
distancia superior a 10 ctM queda disgregado en cuatro grupos de ligamiento. El resto de los
cromosomas poseen 2 0 3 grupos de ligamiento y algunos de ellos presentaron un nimero de

marcadores moleculares considerable.
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2.54. ANALISIS DE QTL

El andlisis mediante MIM detecto cuatro QTL para distintas combinaciones fases/ambientes:
dos QTL ubicados en el cromosoma 2H, un QTL en el 3H y un QTL en el 5H (Cuadro 3).
Una regidn en el cromosoma 2H, localizada entre los marcadores 12_30871 y 11_21261
presentd efectos significativos para Z10-Z30 (15E2), Z30-Z49 (13E2 y 15E2), Z10-Z49
(13EA, 13E1 y 15E2), Z49-Z90 (13E1), Z10-Z60 (14E2) y Z10-290 (13EA, 13E2, 14E2 y
15E2). En la mayor parte de los casos, N. Carumbé contribuyd el alelo con mayor valor de
duracién de las sub-fases, mientras que para las variables Z10-Z49 (13EA), Z10-Z49 (13E1)
y Z10-Z90 (13EA), el alelo de mayor valor fue aportado por I. Ceibo. La region en el
cromosoma 3H localizada entre los marcadores SSR K02534 y 11_21212, presentd efectos
significativos para Z10-Z30 (13EA), 222-232/222-Z30 (13EA), Z32-Z49 (13EA) y Z10-Z49
(13E1). El alelo de I. Ceibo es el que aporté mayor valor para dichas variables. Otros dos
QTL, localizados en 2H (con el marcador flanqueante 11_11073) y en el cromosoma 5H
(11_11350) fueron significativos para Z30-Z49 sélo en un experimento cada uno (Cuadro
3). Al no presentar efectos significativos para Z10-Z49, no se considero en el resto de este
estudio. En los ambientes 14E1, 14E2 y 15E1 no se detecté ningun QTL para ninguna

variable.

En relacion a la respuesta al fotoperiodo se detectd dos QTL coincidentes con los
mencionados anteriormente para la mayoria de las variables (sobre los cromosomas 2H y
3H) (Cuadro 4). EI QTL en el cromosoma 2H tuvo efecto significativo para la sensibilidad al
fotoperiodo para Z10-Z30, Z30-Z49 y Z10-49. EI QTL en 3H tuvo efecto significativo para la
sensibilidad al fotoperiodo en la sub-fase Z22-Z32. El alelo proveniente de |. Ceibo aportd

el alelo de mayor valor en todos los casos.
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Cuadro 3: Resumen de los efectos de los QTL detectados para las distintas fases fenolégicas ( Z10-Z90 y las sub-fases Z10-Z30, Z22-230/222/Z30, Z30-
Z49/732-749, 710-249, 749/790, Z10-260, Z10/290) en la poblacion I. Ceibo x N. Carumbé en cada experimento (definidos en el texto) mostrando la

ubicacién genémica (grupo de ligamiento (GL), cromosoma (crom), el marcador mas cercano al QTL (ID M) y posicién, el r? (en %) explicado por cada

QTL, el LOD del pico del QTL y el efecto de sustitucion alélica (efecto A) (en °Cd). Un valor positivo de sustitucion alélica indica que “I. Ceibo” contribuye

con el alelo de mavor valor. mientras aue un nimero neaativo indica aue N. Carumbé contribuve con el alelo de mavor valor. La ausencia de datos indica

Variable? GL Crom posicion 13 E1 13 E2
4 2H 12_30871 LoD 2,60
Z10-Z30 0,10 cM Efecto A. -24,09
r2 (%) 12,9
6 3H K02534 LOD 2,27
100 cM Efecto A. 14,82
r2 (%) 26,4
6 3H K02534 LOD 3,61/2,25
222-7232/ 100 cM
222-730 EfectoA.  67,41/4,90
r2 (%) 37,9/20,1
Z30-Z49 4 2H 1230871 LoD 3,40 2,24
0,70cM Efecto A. -25,45 -4,93
r2 (%) 16,9 11,3
11_11073 LoD 4,66
44,0 cM Efecto A. 15,07
2 (%) 22,9
17  5H 11_11350 LOD 2,95
0,10 cM Efecto A -18,67
r2 (%) 14,6
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Continuacion cuadro 3

Variable2 Crom ID MM posicion 13 EA 13 E1
732-749 6 3H K02534 LOD 2,12
100cM  Efecto A. -37,76
12 (%) 21,7
4 2H 12 30871 LoD 3,64
0,710cM  Efecto A. ~7,60
r2 (%) 18
Z10-Z49 4 2H 1230871 LOD 2,16 3,77 3,41
0,10cM  Efecto A. 24,01 28,98 -37,75
12 (%) 13,4 20,4 14,8
6 3H K02534 LOD 2,31
100 cM Efecto A. 28,59
12 (%) 24,2
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Cuadro 4: Respuesta al fotoperiodo de las sub-fases fenoldgicas en la poblacién I. Ceibo x N. Carumbé en cada
experimento (definidos en el texto) mostrando la ubicacion gendémica (grupo de ligamiento (GL), cromosoma
(crom), el marcador mas cercano al QTL (ID M) y posicion, el r? (en %) explicado por cada QTL, el LOD del pico
del QTL y el efecto de sustitucion alélica (en °Cd). Un valor positivo de sustitucion alélica indica que “I. Ceibo”

contribuye con el alelo de mayor valor, mientras que un nimero negativo que N. Carumbé contribuye con el alelo

de mayor valor. La ausencia de datos indica que no se detect6 ningiin QTL.

Variable® GL Crom IDM posicion 2013 2014
RFZ10-z30 4 2H 1230871 LOD 475
0,10 cM
Efecto A. 37,02
12 (%) 213
RF-Z22-732 6 3H K02534 LOD 2,96
100 cM
Efecto A. 58,38
12 (%) 31,2
RF-Z30-Z49 4 2H 12_30871 LoD 7,54 2,77
0,10 cM
Efecto A. 31,84 2576
12 (%) 314 12,8
RFZ10-Z49 4 2H 1230871 LoD 10,83 5,64 8,07
0.10oM Efecto A. 47,58 4217 4579
2 (%) 465 26,6 36,3
2.6.DISCUSION

Nuestro estudio caracterizd en forma extensa la fenologia de una poblacién derivada de la
cruza |. Ceibo/N. Carumbé como base para de identificar los componentes genéticos que
explican estas variables. Los parentales presentaron diferencias en su comportamiento
fenoldgico en las condiciones de los experimentos. Como era de esperar, en la mayor parte de
los casos I. Ceibo presentdé mayor duracion del ciclo a antesis que N. Carumbé y la progenie
reflejo el polimorfismo dentro del rango detectado de los padres. Ambos padres tienden a
reducir la duracidn en tiempo térmico para las distintas sub-fases de la fenologia a medida que
la época de siembra se atrasa, acelerando la transicion de una fase a otra por influencia del
ambiente. En general, |. Ceibo acorta el ciclo en mayor magnitud debido al efecto del
fotoperiodo. Los testigos respondieron al fotoperiodo con moderada y baja sensibilidad

(Quebracho y Perun respectivamente). El cultivar |. Ceibo presentd alta sensibilidad, mientras
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que N. Carumbé mostr6 baja sensibilidad (Cuadro 2), concordante con lo reportado en la

evaluacién de cultivares de cebada cervecera (Hoffman et al., 1999 y 2001).

En 2013 y 2015 (Figura 3) la poblacién respondi6 del mismo modo al efecto del fotoperiodo
mostrando un comportamiento fenoldgico ubicado dentro del rango de los padres. Los
resultados en el afio 2014 presentaron diferencias con los otros dos afios. En este ensayo, las
lluvias y la mala implantacion de la época tardia perjudicaron las mediciones dando resultados
confusos, por lo que dicha controversia probablemente proviene de una baja calidad de los

datos de la segunda época.

En nuestro estudio la variacion en el largo de las diferentes sub-fases fenoldgicas esta
explicada fundamentalmente por dos QTL con efectos mayores (detectados mediante analisis
MIM). Las regiones detectadas se ubican en los cromosomas 2H y 3H. EI QTL en la regién del
cromosoma 2H fue significativo para la sub-fase Z10-Z30 y Z30-Z49 en la época tardia (Cuadro
3) y con respuesta al fotoperiodo (Cuadro 4) para todas las sub-fase. Dicha region se encuentra
localizada en nuestro mapa entre los marcadores 12_30871 en la posicion 0,0cM y el marcador
11_21261 a 10cM. El marcador 12_30871 se encontr6 en el mapa de la poblacion Barke x
HEB-25 con Dataset de iSelect_9K_Infinium (posicién 19,9 cM) de Maurer et al. (2015). Estos
autores confirmaron que dicho marcador esta directamente localizado dentro del gen Ppd-H1,
responsable de la respuesta al fotoperiodo (Laurie et al. 1994 y 1995). Usualmente, Ppd-H1
tiene efectos significativos afectando el tiempo a antesis en cebada bajo condiciones de
fotoperiodos largos de 13h luz 0 mas (Laurie et al., 1994, Boyd et al., 2003, Turner et al., 2005)
de tal manera que el alelo sensible provoca el adelanto de la floracién a medida que el
fotoperiodo crece. En cambio, la variacién no es significativa en condiciones de fotoperiodo
mas corto (12 h) a lo largo de todo el desarrollo del cultivo (Borras et al., 2012). En nuestro
estudio, dicho efecto se detecto en la sub-fase Z30-Z49 cuando los dias alcanzaron mas de
13h 11min y 13h 17min de luz en el 2013 y 2014 respectivamente, mientras que en 2015 se
detectd en la sub-fase Z10-Z30 (comprende la fase Z20-Z30) cuando se alcanzé 12h 56min de
fotoperiodo. Este efecto se observa claramente en las distribuciones fenotipicas de las
frecuencias de las RILs (Figura 3 y 5) donde la reduccion de longitud de duracién de encafiado
entre épocas depende del fotoperiodo. De acuerdo a los resultados obtenidos Ppd-H1 es el

gen candidato para el QTL. La variedad I. Ceibo presenta el alelo de sensibilidad al fotoperiodo,
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lo que explica que N. Carumbé aporte los mayores valores en la duracién de las sub-fases y

en la duracion del ciclo a antesis en las épocas tardias en las sub-fases.

El QTL en el 3H detectado mediante MIM (Cuadro 3) tuvo efectos significativos para la época
mas temprana Unicamente en el primer afio de analisis, para tiempo a encafiado (Z10-Z30),
macollaje (222-230/2) y Z10-249. Con anélisis CIM, el QTL en 3H tuvo efectos menores en la
sub-fase Z22-Z30 en tres ambientes y en Z10-Z30 en cinco ambientes. Dicha region esta
localizada en la region de 27 cM entre los marcadores SSR K02534 y 11_21212. El marcador
11_21212 esté localizado a 24 ¢cM del SSR Bmag013 (Figura 6), presente en el mapa utilizado
por Castro et al. (2017). Utilizando ese marcador comun como referencia, el QTL reportado por
los autores citados, tiene su pico a 17 ctM de Bmag013. Si bien la regién no es exactamente
coincidente, las graficas del anélisis de QTL muestra un pico en aproximadamente 12_30927,
que se ubica a 16 cM de Bmag013, lo que implicaria una coincidencia entre ambos reportes.
La razdn por la que el anélisis de MIM elimina ese pico y ubica al QTL en la localizacion 100
cM es posible que sea un artefacto del analisis provocado por las limitaciones del mapa utilizado
(mencionadas mas adelante). La similitud de los efectos reportados, y la coincidencia en cuanto
a la region (con las imprecisiones discutidas) sugiere que el QTL en el brazo largo del
cromosoma 3H podria deberse a la segregacion de alelos de denso en la poblacion I. Ceibo/N.
Carumbé. Laurie et al. (1993) y posteriormente Castro et al. (2008) reportaron que el gen de
enanismo o semienanismo (denso) tiene efecto pleiotrépico sobre la fenologia. Kuczynska et
al. (2013) y Laurie et al. (1995) demostraron que el gen denso disminuye la longitud de los
entrenudos y aumenta el nimero de tallos. Los efectos de denso encontrados en nuestro
estudio en la sub-fase Z22/732 coinciden con lo reportado por Castro et al. (2017) demostrando
que el efecto de denso es sobre la fase de macollaje y que el alelo de I. Ceibo aporta los

mayores valores de duracién de dicha sub-fase.

Nuestros resultados proporcionan informacion Util para avanzar en la comprension sobre el
control genético de las sub-fases del cultivo de cebada hasta antesis (Z10-Z49). Los dos QTL
detectados con mayores efectos actuan en diferentes sub-fases y ambientes. El efecto del QTL
en el 3H coincidente con el locus del gen denso es independiente de la fecha de siembra y
actla en la sub-fase Z20-Z30. El efecto del QTL del 2H coincidente con el locus de Ppd-H1

depende de la fecha de siembra, actuando en épocas tardias. En la medida que las sub-fases
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estan bajo control genético independiente (Borras et al., 2010; Castro et al.; 2008) se abre la
alternativa de acumulacion de alelos favorables en un mismo genotipo con efectos aditivos para

lograr fenotipos novedosos y de mayor potencial.

Nuestros resultados muestran que la poblacion derivada del cruzamiento entre I. Ceibo y N.
Carumbé fue una herramienta adecuada para profundizar el estudio de las bases genéticas
que controlan la fenologia en las condiciones ambientales de Uruguay, particularmente la
respuesta al fotoperiodo. Hasta el momento, no se habia podido detectar el polimorfismo para
respuesta al fotoperiodo en nuestras condiciones luminicas. Se pudo caracterizar
genéticamente el gen Ppd-H1 con marcadores alelos especificos, aunque nuestro mapa de
ligamiento presentd limitaciones al momento de designar QTL a genes candidatos por su baja
densidad de marcadores en comparacion con los mapas revisados por Mufioz-Amatriain et al.

(2011) y por su alto numero de grupos de ligamiento (Figura 6).
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3. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

3.1.COMPORTAMIENTO FENOTIPICO

Se caracterizo detalladamente la fenologia de los cultivares |. Ceibo y N. Carumbé y de la
poblacion de RILs derivada de su cruzamiento como forma de identificar, en combinacién con
su caracterizacion genotipica y a partir de la variacion detectada, los componentes genéticos
que explican su fenologia. Los parentales presentaron diferencias en su comportamiento
fenoldgico. En la mayor parte de los casos, |. Ceibo presentd mayor duracidn del ciclo a antesis

que N. Carumbé y la progenie reflejo el polimorfismo detectado entre los padres.

Ambos padres tendieron a reducir la duracion en tiempo térmico del ciclo a medida que la época
de siembra se atrasa, acelerando la transicion de una fase a otra por influencia del ambiente
mas estival. Entre los factores ambientales involucrados en nuestras condiciones, la
acumulacion térmica (Gallagher et al., 1991) y el efecto del fotoperiodo (Roberts et al., 1988),
que afecta la tasa de desarrollo de todas las fases fenologicas y todos los cultivares son
sensibles a este factor (Garcia Del Moral et al., 2002). En cambio, el efecto del fotoperiodo
afecta en mayor magnitud la duracién del ciclo del cultivar I. Ceibo, mientras que N. Carumbé
posee una baja sensibilidad (Cuadro 2) concordante con lo reportado por Hoffman et al. (1999

y 2001) en la caracterizacion de cultivares de cebada cervecera.

El fotoperiodo es uno de los factores mas importantes que influyen en la tasa y duracién del
desarrollo de las plantas. En cebada, el proceso de floracién se acelera en respuesta a
incrementos en la duracion del dia una vez que el valor critico ha sido alcanzado. Usualmente,
el fotoperiodo tiene efectos significativos afectando el tiempo a antesis en cebada bajo
condiciones de fotoperiodos largos de 13 h luz o0 méas (Laurie et al., 1994, Boyd et al., 2003,
Turner et al., 2005). En cambio, la variacidn no es significativa en condiciones de fotoperiodo
mas corto (12 h) a lo largo de todo el desarrollo del cultivo (Borras et al., 2012). En nuestro
estudio dicho efecto se detectd en la sub-fase Z30-Z49 en condiciones de fotoperiodo de mas
de 13 h 11 miny 13 h 17 min de luz en 2013 y 2014, respectivamente. Mientras que en 2015
se detectd en la sub-fase Z10-Z30 cuando los dias alcanzaron 12 h 56 min de luz. Estas dos

sub-fases en que se encontrd repuesta a fotoperiodo concuerdan con el periodo de sensibilidad
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reportado por Major (1980), ya que la sub-fase Z10-Z30 comprende la sub-fase Z20-Z30. Este
efecto se observa claramente en las distribuciones donde la reduccion de longitud entre épocas

depende del fotoperiodo (Figura 3y 5).
3.2. CARACTERIZACION GENOTIPICA Y MAPA DE LIGAMIENTO

El enfoque de combinar la diseccion de las sub-fases del desarrollo de la fenologia con un
mapa de ligamiento con marcadores provee una oportunidad para entender mejor la genética
basica para tiempo a antesis en cebada. En nuestro estudio, los 142 marcadores polimérficos
fueron asignados a 22 grupos de ligamiento por presentar una frecuencia de recombinacion
mayor al 10 % entre grupos. El alto nimero de grupos de ligamientos se debe a la baja
cobertura alcanzada con los 142 marcadores en relacion a otros mapas reportados en la
literatura. Por ejemplo, 1215 marcadores localizados en el mapa de Steptoe x Morex 1
reportado por Kleinhofs et al. (1993) revisado por Mufioz-Amatriain et al., 2011). El mapa de
ligamiento en nuestro trabajo abarca 729 cM con aproximadamente 100 cM cada cromosoma
excepto el cromosoma 4 que esta disgregado en cuatro grupos de ligamiento con uno o dos
marcadores cada grupo. La baja cobertura de marcadores trae como consecuencia la dificultad
de detectar QTL con efectos menores, y del mismo modo, dificultad para asociar exactamente
regiones cromosdmicas con genes ya reportados por otros autores. Esto dltimo, ocurrié con los
efectos asignados al gen denso (cromosoma 3H) para el cual el pico se ubicd en una regién
entre los marcadores K02534 y 11_21212 que no coincide exactamente con marcadores
flanqueantes a la region reportada por Castro et al. (2017), pero con asociaciones de ligamiento
entre otros marcadores obtenidos de nuestro mapa (discutido en capitulo 2). En cambio, en el
cromosoma 2 se pudo caracterizar genéticamente el gen de fotoperiodo (Ppd-H1) con
marcadores alelo especificos (12_30871y 11_21261), coincidiendo que el marcador 12_30871

se encontrd en el mapa de la poblacion Barke x HEB-25 publicado por Maurer et al. (2015).

La descendencia de I. Ceibo y N. Carumbé resulté un recurso adecuado para el analisis de la
respuesta al fotoperiodo, ya que previamente no se habia detectado el polimorfismo para
respuesta al fotoperiodo en nuestras condiciones fotoperiédicas. Con un mapa de ligamiento

con mayor numero de marcadores moleculares se podria ampliar la potencialidad del recurso.

3.3.REGIONES CON EFECTO SOBRE VARIABLES FENOLOGICAS.
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La variacién en el largo de las diferentes sub-fases de fenologia en la poblacién derivada de la
cruza |. Ceibo/N. Carumbé estuvo explicada por dos QTL mayores detectados por MIM,
mencionados anteriormente y discutidos en el capitulo 2, siendo los alelos de I. Ceibo los que
aportan sensibilidad al fotoperiodo (Ppd-H1) en el tiempo a antesis y los alelos de denso con
efecto pleiotrépico y aditivo sobre la sub-fase Z20-Z30. Jia et al. (2009) sugirieron que denso
participa en la biosintesis del acido giberélico (GA), lo que puede explicar su efecto sobre la
altura de planta. Su efecto pleiotropico sobre la fenologia se puede explicar por el efecto
reportado del GA en la via de floracion a través de la activacion de genes como FT en el modelo
propuesto para Arabidopsis (Mutasa-Gottgens y Hedden, 2009). El gen denso disminuye la
longitud de los entrenudos y aumenta el numero de tallos (Kuczynska et al., 2013; Laurie et al.,
1995) lo que concuerda con nuestros resultados que indican que este QTL tiene efecto sobre
altura (no se muestra), siendo el alelo de . Ceibo el que aporta los mayores valores en el tiempo
a encafiado y mas precisamente en macollaje (Z20-Z30) coincidente con lo reportado por
Castro et al. (2017).

Mediante analisis CIM, se detecté una mayor cantidad de QTL con efectos menores para
distintas sub-fases/ambiente en todos los cromosomas (excepto en el cromosoma 4H) (anexo
Cuadro 6). Algunas de las regiones de los cromosomas coinciden con genes reportados con
efecto en la fenologia de cebada. Algunos de ellos se detectaron en un Gnico ambiente como
la region del 1H coincidente con locus del gen Ppd-H2 (Alqudah et al., 2014), una regi6n en el
5H, 6H y 7H coincidente con genes de precocidad per se (epsbL, Eam7 y eps7S
respectivamente) (Laurie et al., 1995, Boyd et al., 2003, Borras et al., 2010, Alqudah et al.,
2014). En el 2H se detectd una segunda regidén responsable de variables fenoldgicas,
coincidente con la ubicacion del gen eps2S (Alqudah et al., 2014). Castro et al. (2017)
reportaron que el efecto aditivo del alelo del gen eps2S aumenta la longitud de la sub-fase Z30-
Z49 en forma independiente de la fecha de siembra. En nuestro anélisis, tuvo efecto para Z30-
Z49 en dos ambientes y Z10-Z49 en tres ambientes independientes de la época de siembra. El
cultivar |. Ceibo aporta el alelo de mayor duracién en la sub-fase Z30-Z49, pero cuando existe
respuesta al fotoperiodo en épocas tardias, N. Carumbé es quien aporta el alelo con alto valor.
Es posible que la cercania con Ppd-HT y las limitaciones de resolucién de la poblacion

confundan los efectos y limite la capacidad de separar los efectos individuales.
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3.4.REGIONES CON EFECTO SOBRE VARIABLES AGRONOMICAS

Algunos de los QTL que se detallan seguidamente tienen efecto sobre la fenologia y con efecto
pleiotropico sobre caracteristicas agronémicas, lo que concuerda con reportes de diferentes
autores que encontraron efectos de estos QTL sobre rendimiento, altura de planta, resistencia
a enfermedades, etc (Hayes et al., 1993, Bezant et al., 1996, Tinker et al., 1996, Li et al., 2006,
Locatelli et al., 2013). En nuestro estudio se detectaron QTL (mediante CIM) con bajo efecto
sobre distintas variables agronomicas para distintos ambientes en todos los cromosomas
(excepto en el cromosoma 4H) (anexo Cuadro 6). En el cromosoma 1H se detect6 una region
con efecto sobre espigas/planta; también se encontr6 efecto en dos regiones del cromosoma
3H, en el brazo corto tuvo efecto para porcentaje de grano con diametro mayor a 2,5 mm (P1
(%)) y en el brazo largo (coincidente con el gen denso) para rendimiento, numero de granos
por m?2y P1. En el 5H, se detect6 una regidn con efecto para rendimiento, niumero de granos
por m2, peso de mil granos (PMG), P1 y porcentaje de grano con diametro mayor a 2,8 mm (P2
(%)) y una segunda regién cromosémica significativa para el numero de granos por espiga. El
cromosoma 6H revel6 un QTL asociado a PMG, P1 y en el cromosoma 7H un QTL significativo
para el numero de espigas por m2. El locus del gen candidato eps2S en el cromosoma 2H
mostré efecto sobre rendimiento, PMG, el niumero de espigas por m2, P1 y el nimero de granos
por espiga. En Ppd-H1 (cromosoma 2H) se detectaron efectos mayores de QTL coincidentes
para PMG en la época tardia en dos afios de los tres afios. Con los resultados obtenidos
(mediante analisis CIM y MIM), se encontré evidencia de que el control de las fases pre-antesis
puede ser determiante en la adaptacién y comportamiento agronémico del cultivo. Estos
resultados entan de acuerdo con lo reportado por otros autores que durante la sub-fase Z20-
Z30 se determina el nimero potencial de espiguillas por espiga y en la sub-fase Z30-Z49 se
determinan el niumero de granos por unidad de area por la sobrevivencia de tallos y primordios

de espiguillas unifloras.
3.5.CONCLUSIONES

La herramienta de analisis genético (analisis de QTL sobre una poblacion biparental) utilizada
para llevar a cabo este trabajo fue adecuada, ya que se pudieron detectar los componentes

principales de la base genética del efecto de fotoperiodo, objetivo del trabajo.
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Los resultados obtenidos del mapeo de QTL de la poblacién RIL derivada de I. Ceibo/N.
Carumbé aportan informacidn para comprender las bases genéticas asociadas a la fenologia
del cultivo de cebada en condiciones de produccion de Uruguay, principalmente en respuesta

al fotoperiodo y su impacto en el potencial de rendimiento.

Los dos QTL detectados con mayores efectos actuaron en diferentes sub-fases y ambientes.
Los efectos de denso son independientes de la fecha de siembra y actua en la sub-fase Z20-
Z30, mientras que el efecto del locus de Ppd-H1 depende de la fecha de siembra, actuando en
épocas tardias. Para superar las limitaciones de deteccion de efectos menores, se deberia

contar con una poblacién mayor y un mapa con mayor cantidad de marcadores.
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5. ANEXOS
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Figura 7: Salida del QTL Cartographer (CIM) para el cromosoma 2H, Figura superior QTL asociado a: la variable
13E2Z230-249, 15E2730-Z49 en dos experimentos (13E2 y 15E2) y 13RFZ30-Z49 y 14RFZ30-Z49 (en 2013 y
2014) con LOD de 7,09, 3,13, 9,77 y 3,06 respectivamente mediante anélisis CIM con los marcadores moleculares
flanqueantes. Los LOD mostrados son mas altos que los informados en el Cuadro 3 y 4 porque provienen de

analisis CIM. Valores positivos indican el efecto del alelo de I. Ceibo mientras que valores negativos indican el
efecto del alelo de N. Carumbé (Figura inferior).
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Figura 8: Salida del QTL Cartographer (CIM) para el cromosoma 3H, Figura superior: QTL asociado a la variable
Z22-730 en tres experimentos (13EA, 13E1 y 14E1) y Altura en E12015 con los marcadores moleculares
flanqueantes. Los LOD mostrados son mas altos que los informados en el Cuadro 3 y 4 porque provienen de
analisis CIM. Valores positivos indican que el alelo I. Ceibo es el responsable del efecto aditivo mientras que
valores negativos indican el efecto del alelo de N. Carumbé (Figura inferior).
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Cuadro 6: QTL detectados mediante CIM para distintas variables fenolégicas en la poblacion 1. Ceibo x N.

Carumbé mostrando la ubicacién gendémica, marcador mas cercano, tamafio y nimero de ambientes en los que

fueron detectados.

VELEL MM ambientes
1230877 17,0
210-Z22 2H 11_10651 45,0 2
6H 11_20379 87,0 1
222-730 3H K02534 90,0 3
2H 12_30871 0,0 1
210-Z30 2H 11_10651 45,0 1
3H K02534 90,0 5
6H 1110817 20,0 2
2H 12_30871 0,0 2
230-249 2H 11_10651 45,0 2
6H 12_30673 34,0 1
7H 11_10851 20,0 1
2H 12_30871 0,0 2
2H 11_10651 45,0 4
210-Z49 3H 11_11016 47,0 1
6H 11_10817 20,0 1
7H 11_10851 20,0 1
2H 11_10651 45,0 4
249-290 5H 11_21061 12,0 1
6H 12_31250 52,0 1
7H 1120113 66,0 2
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2H 1110651 45,0
Rend 3H K02534 90,0
5H 12_30635 57,0

Espigas/m2 11_10651

1120113

3H K02534 90,0
Granos/m2 5H 11_21061 12,0
5H 12_30635 57,0
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