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Abreviatura y Simbolos

1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AFLP: Amplified fragment length polimorphism (Polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados).

ANDEVA: Anélisis de la Variancia.

AP: Altura de planta.

AV: Ancho de vaina.

BCi: Primer generacion de backcross (retrocruza).

BC.: Segunda generacidn de backcross (retrocruza).

BP: Bandas polimérficas.

°C: Grado Celsius.

CAPS: Cleaved amplified polymorphic sequence (Secuencia polimdrfica amplificada y cortada).
Cebador F: Cebador forward (directo).

Cebador R: Cebador reverse (reverso).

CF: Correlacion fenotipica.

CG: Correlacion genética.

CIM: Composite interval mapping (Mapeo de intervalo compuesto).

CM: Cuadrados Medios.

cM: Centimorgan.

cm: Centimetros.

COVF: Covarianza fenotipica.

COVG: Covarianza genética.

CTAB: Cetyltrimethylammonium bromide (Bromuro de cetiltrimetilamonio).
CV: Coeficiente de variacion.

DF: Dias a floracion.

DH: Doble haploide.

dNTP: Desoxirribonucledtido trifosfato.

Dr.: Doctor.

DS: Diametro de semilla.



Abreviatura y Simbolos

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.

ER: Enzima de restriccion.

EST: Expressed sequence tag (Marcador de secuencia expresada).
F: Prueba F de Snedecor.

F1: Filial 1.

Fo: Filial 2.

Fs: Filial 3.

F2:3: Familias F3 provenientes de cada planta F».

g: Gramo.

GBS: Genotyping by sequencing (Genotipado por secuenciacion).
GL: Grupo de ligamiento.

gl: Grados de libertad.

h2: Heredabilidad en sentido estricto.

ha: Hectareas.

hs: Horas.

IGA: Interaccion Genotipo-Ambiente.

ISSR: Inter simple sequence repeat (Secuencias simples internas repetidas).
LO: Longitud Oeste.

LS: Latitud Sur.

LV: Longitud de vaina.

LOD: Logarithm of odds (Logaritmo de las probabilidades).

m: Metro.

min: Minutos.

MgCl2: Cloruro de Magnesio.

mg: Miligramos.

ml: Mililitros.

mm: Milimetros.

mM: Milimolar.

NA: No alineados.

ng: Nanogramos.



Abreviatura y Simbolos

NGS: Next generation sequencing (Secuenciaciones de nueva generacion).

nm: Nanometros.

NS: Numero de semillas por planta.

NV: NUmero de vainas por planta.

ORF: Open Reading Frame (Marco abierto de lectura).

p: Valor p (Estadistico de probabilidad).

P1: Parental 1.

P2: Parental 2.

pb: Pares de bases.

PCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa.

PQL.: Protein quality loci (Loci de cantidad de proteinas)

PS: Peso de semilla.

QTL: Quantitative trait loci (Loci de caracteres cuantitativos).

RZ: Porcentaje de variacion fenotipica.

RAPD: Random amplified polymorphic DNA (ADN polimérfico amplificado al azar).

rF: Coeficiente de correlacion fenotipica

RFLP: Restriction fragment length polymorphism (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos
de restriccion).

rG: Coeficiente de correlacion genética.

RGA. Resistance gene analogues (Genes analogos de Resistencia).

RILs: Recombinant inbred lines (Lineas Endocriadas Recombinantes).

rpm: Revoluciones por minuto.

s: Segundos.

SCARS: Sequence-characterized amplified region. (Regiones amplificadas caracterizadas vy
secuenciadas).

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en gel
de poliacrilamida sulfato de dodecil de sodio).

SF: Desviacidn estandar fenotipica.

SG: Desviacidn estandar genética.

SIM: Simple interval mapping. (Mapeo de intervalo simple).
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Abreviatura y Simbolos

SNP: Single nucleotide plolymorphism (Polimorfismo de nucle6tido unico).

SRAP:  Sequence related amplified polymorphism  (Polimorfismo  amplificado
de secuencias relacionadas).

SSR: Simple sequence repeat (Microsatélites).

STS: Sequence-tagged site (Sitio de secuencia marcada).

TD: Touchdown (Aterrizaje).

U: Unidad de enzima.

U.N.R.: Universidad Nacional de Rosario.

UPOV: Unidn internacional para la proteccion de las obtenciones vegetales.

% vlv: Porcentaje volumen en volumen definido como cantidad de mililitros que hay en 100
mililitros de solucion.

% m/v: Porcentaje masa en volumen definido como la cantidad en gramos de soluto por cada 100
mililitros de solucion.

VNTR: Variable number of tandem repeats (NUmero variable de repeticiones en tandem).

W: Watt (Vatio).

W: Media general.

ul: Microlitros.

ug: Microgramos.

uM: Micromolar.
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2. RESUMEN

Las legumbres se caracterizan por poseer un alto contenido de proteinas, fibras, vitaminas y
minerales y un bajo contenido en grasas. Han demostrado tener un rol sustancial en agricultura
sustentable, debido a su habilidad de fijar nitrogeno reduciendo de esta manera la dependencia
hacia los fertilizantes. Entre las leguminosas de grano mas cultivadas en nuestro pais se destaca la
arveja (Pisum sativum L.), siendo las zonas productoras Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba y Entre
Rios. En la actualidad, los objetivos del mejoramiento de arveja estan orientados hacia la
obtencion de materiales mas precoces y al incremento del rendimiento y la calidad. El logro de
nuevas variedades es un proceso largo y costoso, por lo que la incorporacion de nuevas
herramientas biotecnoldgicas que permitan delinear estrategias de mejora con una mayor
eficiencia y en menor tiempo, resultan de gran utilidad. En este proyecto de tesis se plante6
establecer relaciones de ligamiento genético en Pisum sativum L. haciendo uso de marcadores
moleculares SRAP, SSR y SNP, para identificar QTLs (Quantitative Traits Loci) ligados a
caracteres de interés agronémico. Para ello, se utiliz6 como poblacion de mapeo una poblacién F.
y sus respectivas familias F2:3, generadas a partir del cruzamiento entre las variedades Explorer y
DDR14. Se realiz6 una evaluacion molecular de los individuos F2 con marcadores SRAP, SSR y
SNP; y una caracterizacion productiva en las dos poblaciones segregantes. Se evaludé dias a
floracién, nimero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina, nimero de semillas por
planta, didmetro y longitud de vaina, didmetro y peso promedio de semilla, y altura de planta en
cada individuo de la poblacion F2 y en las familias F2:3 durante dos ciclos productivos. Se
observaron segregantes transgresivos para las variables estudiadas, lo cual demuestra la
generacion de nueva variabilidad genética en la poblacion, requerida para llevar a cabo con éxito
los procesos de seleccidn. Se obtuvieron valores elevados de heredabilidad, que indican que se
podria obtener una ganancia genética rapida a través de la seleccion para los distintos caracteres.
Sin embargo, la presencia de interaccién genotipo por ambiente podria limitar la correspondencia
de estos valores estimados con los valores observados. La respuesta a la seleccién se vera
limitada si el ambiente donde se realiza la misma difiere mucho del ambiente donde se evaluaran
y producirdn los genotipos mejorados. Por ultimo, se evalud el grado y la direccion de la

asociacion entre los caracteres a fin de determinar como pueden modificarse los caracteres
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cuando se efectda la seleccién. Se determind una correlacion alta y positiva entre los caracteres
namero de vaina y numero de semilla y también entre longitud y ancho de vaina. Por otro lado, se
observo una correlacion positiva pero débil de la altura de la planta con el peso de las semillas, y
una correlacion débil y negativa de los dias a floracion con al ancho y diametro de la vaina. La
seleccion de genotipos superiores podria simplificarse si en lugar de realizar seleccion a partir de
los fenotipos se identificaran directamente los genotipos mediante el uso de marcadores
moleculares. Los marcadores SRAP resultaron eficientes para el estudio de la especie,
generandose 261 marcadores polimérficos con segregacion mendeliana, mientras que sélo diez
SSR resultaron polimdrficos entre los parentales utilizados. Los marcadores SNP se desarrollaron
por la técnica GBS, obteniéndose 2.994 marcadores, de los cuales s6lo 371 presentaron menos de
50 % de datos faltantes. Un total de 872 marcadores polimorficos se utilizaron para realizar un
mapa de ligamiento. ElI mapa final incluyé 134 marcadores distribuidos en 9 grupos de
ligamiento, cubriendo una distancia total de 655,495 cM. ElI GL de mayor tamafio fue el GL 1,
con 114,806 cM mapeados y 26 marcadores incluidos; mientras que el GL de menor tamafio fue
el GL 7, con 49,117 cM mapeados y 14 marcadores. En promedio se incluyeron 14,88
marcadores por grupo de ligamiento, con una distancia promedio entre marcadores que oscil6
entre 3,508 para el GL 7 y 8,740 para el GL NA2. Con los datos fenotipicos y el mapa de
ligamiento se realizaron los analisis de deteccion de QTLs a través de la técnica CIM (composite
interval mapping). Se detectaron en total 49 QTLs en las distintas generaciones y ambientes
estudiados. Los marcadores asociados a dichos QTLs podrian ser utlizados para seleccion asistida
por marcadores, especialmente los 23 marcadores situados a distancias menores a 1 cM, si se
acotan las regiones mediante la incorporacion de un mayor nimero de marcadores moleculares.
La consistencia de las asociaciones encontradas en las distintas generaciones y ambientes
evaluados permitio validar tres QTLs relacionados a altura de planta, nimero de vaina y ancho de
vaina. Los estudios desarrollados en esta tesis constituyen un primer paso para el estudio de la
herencia de caracteres productivos en arveja y permiten establecer pautas para el mejoramiento
de dichos caracteres en la poblacion estudiada. La construccion de mapas de ligamiento y la
deteccion de QTLs provee herramientas adicionales para identificar de forma temprana en los
procesos de mejoramiento progenies con alelos beneficiosos, reduciendo de esta manera el

tiempo de obtencion de una nueva variedad.
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3. ABSTRACT

“Development of a linkage map and identification of QTLs (Quantitative Trait Loci) for

agronomic traits in pea (Pisum sativum L.)”

Pea is a self-pollinated, diploid (2n=14), annual crop produced worldwide for human
consumption and animal feed. Pea breeding has been conducted with the aim of developing high
yielding cultivars. The incorporation of new biotechnological tools will be useful to maximize the
success probability. The aim of this project was to develop a genetic linkage map of Pisum
sativum L. using SRAP, SSR and SNP markers and to identify QTLs (Quantitative Traits Loci)
controlling traits of agronomic interest. An F> mapping population and their F.:3 families were
derived from an initial cross between cvs. Explorer and DDR14. The F. individuals were
evaluated with SRAP, SSR and SNP markers. F2 and F2:3 populations were evaluated in relation
to flowering days, number of pods and seeds per plant, number of seeds per pod, diameter and
length of pod, diameter and weight of seeds and plant height. Transgressive phenotypes were
observed in the populations, proving the generation of new variability, required to selection
processes. The high values of narrow heritability obtained, indicated that rapid gain could be
achieved through selection for the different traits, however, the presence of genotype
environment interaction could limit the correspondence of these estimated values with the
observed ones. Selection of superior genotypes can be improved through the use of genetic
markers. SRAP markers proved to be efficient, generating 261 polymorphic mendelian markers.
Only ten SSR were polymorphic between the parental genotypes. SNPs markers were developed
through GBS, generating 2.994 markers. Only 371 markers have less than 50 % of missing data.
A set of 872 polymorphic markers were used for linkage mapping. The resulting map consists of
134 genetic markers distributed in 9 linkage groups (LGs), covering a total of 655,495 cM. The
length of the LGs ranged from 49,117 to 114,806 cM, with 14 to 26 markers. QTL detection was
performed using the composite interval mapping (CIM) method. A total of 49 QTLs were
detected through the generations and environments evaluated. The comparison among QTLS
detected in the F> population and F2:3 families in the two environments allowed assessing the

consistency of three QTLs for plant height, pods number and width. Linkage mapping and QTL
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detection provide additional tools to identify progeny containing desirable alleles early in the
breeding process to reduce the time of cultivar release.
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Introduccién

4. INTRODUCCION

4.1 Origeny taxonomia

La arveja (Pisum sativum L.) es uno de los cultivos domesticados més antiguos del mundo
(aproximadamente 10.000 afios atrds). Si bien su centro de origen se encuentra en el
Mediterraneo, principalmente en el Medio Oriente; a causa de haber sido domesticado muy
tempranamente, es dificultoso identificar su localizacion precisa (Maxted y Ambrose, 2001).
Antes de ser cultivada, la arveja, junto con el garbanzo (Cicer Arietinum L.), era parte de la dieta
cotidiana de los cazadores-recolectores en el final de la Gltima Edad de Hielo en el Medio Oriente
y Europa, trayendo estabilidad a las tribus que eran ndmades y facilitando su establecimiento
permanente. Desde alli fueron necesarios al menos, siete eventos de dispersion hacia América,
para explicar los patrones de distribucion actual de todas las legumbres, incluida la arveja. En
Sudamérica la dispersién puede haber ocurrido dos veces desde el Mediterrdneo y una via Norte
América (Schaefer etal., 2012). Posteriormente, por siglos de seleccion y mejora, miles de
variedades de arveja fueron desarrolladas y, actualmente, se conservan en numerosas colecciones
de germoplasma en todo el mundo (Smykal et al., 2011, Smykal etal., 2012, Smykal et al.,
2015).

El género Pisum pertenece a la familia Leguminosae, que constituye la tercer familia mas grande
de plantas con flores, con mas de 750 géneros y 20.000 especies distribuidas por todo el mundo
(Upadhyaya et al., 2011). La clasificacion dentro del género Pisum ha cambiado con el tiempo;
inicialmente se reconocian cinco especies (Govorov, 1937), mientras que actualmente se
reconocen dos: P. sativum y P. fulvum (Smykal et al., 2015; Warkentin et al., 2015). Algunos
autores (Jing et al., 2010) consideran a P. abyssinicum como una tercera especie, debido a que
presenta caracteristicas fenotipicas propias (floracion temprana y foliolos fuertemente aserrados),
pero los estudios basados en la secuencia de ADN lo clasifican como una subespecie de P.
sativum (Smykal et al., 2012).

En base a estudios morfoldgicos y genéticos, P. fulvum fue identificado como germoplasma
silvestre, debido a que las plantas poseen vainas dehiscentes y latencia de semillas, caracteristicas

necesarias para la supervivencia natural, pero no deseadas en un cultivo domesticado. En cambio
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dentro de P. sativum se encontraron variedades domesticadas y silvestres (Warkentin et al.,
2015).

4.2 Descripcién Botanica

La arveja (Pisum sativum L.) (Figura 1), es una especie diploide (2n = 14 cromosomas),
autégama, anual y herbacea.

El tamafio de la planta varia de 25 a 250 cm, las distintas variedades pueden ser de porte enano
(25-70 cm de altura); de media rama (70-100 cm) y de enrame (mas de 100 cm) (Brandan y
Ploper, 1999).

La raiz es pivotante con numerosas raices laterales y presenta nédulos que contienen bacterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico. Los tallos son trepadores, angulosos y ligeramente estriados.
Sus hojas son compuestas y paripinadas, y constan de tres estructuras basicas: las estipulas, los
foliolos y los zarcillos. Las estipulas, de tamafio mayor que los foliolos, se insertan en la base del
peciolo de la hoja (Brandan y Ploper, 1999). Existen especies, que se denominan semiéfilas, en
las que los foliolos estan transformados en zarcillos (Goldenberg, 1965), por tanto, poseen una
disminucion del area foliar. Asimismo, existen especies afilas que ademas de poseer foliolos
transformados en zarcillos poseen estipulas muy pequefias.

Las flores son pentdmeras blancas, moradas, salmoén, naranja o verdes, con nacimiento individual
0 en racimos de una o dos flores en las axilas de las hojas. El céliz gamosépalo presenta cinco
sépalos de color verde palido, los cuales son muy persistentes. La corola estad formada por cinco
pétalos irregulares llamados alas, estandarte y quilla y presenta coloracion blanca, morada,
salmoén, naranja o verde (Alfonso, 2001).

Los frutos son vainas alargadas y oblongas de diferentes tonos de verde o moradas. Las vainas
son algo comprimidas y terminan en una pequefia curva. Su tamafio es muy variable (entre 3y 15
cm) y pueden contener entre dos a once granos (Brandan y Ploper, 1999). EI nimero de granos se
considera bajo cuando varia entre dos y cuatro, medio cuando oscila entre cinco y seis, y alto
cuando es superior a siete (Gent, 1988). Estos granos pueden ser lisos 0 rugosos y con color de
cotileddn, verde, amarillo o naranja. Por otra parte, la disposicion de las semillas dentro de la
vaina puede ser: espaciada (las semillas adyacentes practicamente no se tocan), medio compacta

(las semillas se tocan, pero no se comprimen), comprimidas (las semillas se tocan una a otra y se
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comprimen), y muy comprimidas (entre tres y seis semillas pegadas). El peso de 100 semillas
varia entre 14 g y més de 30 g (Brandan y Ploper, 1999).

PL.88. Pois cultivé. Pisum sativum L.

Figura 1. Imagen de planta de arveja. Extraido de Legumes of the world (Lewis, 2005).

4.3 Importancia del cultivo

Econdmicamente, las legumbres representan la segunda familia mas importante dentro de las
plantas de cultivo después de las Poaceae (gramineas), contabilizando aproximadamente el 27 %
de la produccién mundial (Graham y Vance, 2003). A su vez, la arveja seca ocupa el segundo
puesto como la legumbre de grano méas cultivada en el mundo, con una produccion global de
11.332 millones de toneladas en 2014 (FAO, 2014). La demanda de arvejas es alta y sostenida
dado el gran consumo en paises de Asia como India, China y Bangladesh, que son los principales
compradores del mundo. ElI mayor exportador a nivel global es Canada y le siguen por volumen
Rusia y EE.UU y en un rango inferior Francia y Australia. En Sudameérica el principal productor
y exportador de arvejas es Argentina (Janzen et al., 2014).

En nuestro pais el area sembrada alcanz6 una superficie de 45.435 hectareas durante el 2015 y la
produccion fue de 113.033 toneladas. Cabe sefialar, que las siembras en un principio se
localizaron en la zona nucleo de la region pampeana, conformada por el sudeste de Santa Fe y el

norte de Buenos Aires, pero en los ultimos afios se extendid la propuesta productiva a la zona
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oeste y centro de Buenos Aires y Santa Fe, sur de Cérdoba y oeste de Entre Rios (De Bernardi,
2016).

Uno de los atributos méas importantes de las legumbres, es su capacidad de fijacion simbidtica de
nitrégeno, constituyendo una importante fuente de este elemento en los ecosistemas naturales y
agricolas (Nemecek etal., 2008). También acumulan productos naturales (metabolitos
secundarios) tales como isoflavonoides, que son considerados beneficiosos para la salud humana
debido a sus propiedades anti-cancerigenas y antioxidantes entre otras (Dixon y Sumner, 2003).
Las semillas de arveja son ricas en proteina (23-25 %), almidon de digestion lenta (50 %),
azucares solubles (5 %), fibra, minerales y vitaminas (Dahl et al., 2012). En todo el mundo, las
legumbres contribuyen con cerca de un tercio del consumo directo de proteinas por la humanidad,
siendo también una importante fuente de forraje, combustible y aceites industriales. Las arvejas y
sus productos derivados son utilizadas en una gran variedad de preparaciones debido a su valor
nutritivo, su bajo costo, su versatilidad para ser cocinadas y las propiedades funcionales de sus
componentes. De esta manera, pueden comercializarse arvejas secas y congeladas, arvejas
enlatadas, harina de arveja, snacks, sopas, concentrados y aislados proteicos, almidén nativo y
modificado (Maskus, 2010; Annor et al., 2014).

4.4 Mejoramiento genético de Pisum Sativum

El mejoramiento genético de las especies contribuye a la seguridad alimentaria mundial al
permitir el desarrollo de nuevas variedades de alto rendimiento, adaptadas a distintas condiciones
ambientales, resistentes a pestes, enfermedades o sequia. En el caso de la arveja los principales
objetivos del mejoramiento consisten en incrementar la cantidad de semilla producida por unidad
de superficie y mejorar la calidad de la misma. Sin embargo, estos objetivos pueden variar
dependiendo de las condiciones ambientales y del destino de la semilla (consumo fresco,
consumo seco, industria) (Brandan y Ploper, 1999).

La reduccion de la diversidad genetica dentro de las legumbres debido a la domesticacion y a las
estrategias modernas de mejoramiento y seleccion implica un incremento de la vulnerabilidad
frente a factores bidticos y abidticos y una limitacion de la capacidad de responder a nuevas
necesidades. Esta situacion genera en los mejoradores la necesidad de explorar el germoplasma

de la especie buscando caracteres de interés, como productividad, precocidad, calidad, etc. (Amin
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etal., 2010; Duc etal., 2014). Actualmente, en los bancos de germoplasma nacionales de, al
menos, 15 paises existen colecciones importantes de Pisum con méas de 2.000 accesiones, junto
con muchas otras colecciones mas pequefias en todo el mundo (Smykal et al., 2012).

Para generar nuevas variedades que enfrenten el desafio de las adversidades bioticas y abidticas
es importante realizar cruzamientos entre las distintas accesiones seguido por un proceso de
seleccion que resulte en cultivares con las caracteristicas agronémicas deseadas. Mediante los
cruzamientos se combinan las mejores caracteristicas de las variedades parentales, al tiempo que
se aumenta la variabilidad. Mediante la seleccion se van fijando los caracteres de interés, ya que
la frecuencia de los alelos favorables en una poblacion aumenta con cada ciclo de seleccién.

A pesar del éxito obtenido por los programas de mejora convencional, esta aproximacion tiene
una limitacion fundamental: se necesitan muchas generaciones de seleccion para fijar las

caracteristicas de interés, y esto supone una gran inversion de tiempo, espacio Yy recursos.

4.5 Mejoramiento de caracteres cuantitativos

La seleccion de genotipos deseables resulta aun mas compleja cuando se trabaja con caracteres
cuantitativos. La complejidad fenotipica de estos rasgos, que exhiben variacion continua, surge
de la segregacion e interaccion de diferentes alelos en maltiples loci, cuya expresion depende de
factores ambientales. Las regiones del genoma asociadas a estos caracteres se denominan QTLS
(Loci de caracteres cuantitativos, del inglés Quantitative Trait Loci).

Este tipo de caracteres se describen en términos de pardmetros estadisticos, principalmente a
través de su valor medio y su variacion en una poblacion. Para determinar el esquema de mejora
mas apropiado para estos caracteres es importante conocer la contribucion relativa del
componente genético a la variacion total del mismo. El pardmetro que se utiliza para medir la
proporcion de la varianza fenotipica de un carécter cuantitativo debida exclusivamente a los
efectos aditivos de los genes es la heredabilidad en sentido estricto (Kearsey y Pooni, 1996). La
heredabilidad no es una propiedad intrinseca de un caracter, sino que depende de la poblacion y
de las condiciones ambientales a las que estan sujetos los individuos.

Por otro lado, identificar los individuos o cultivares que relnan simultdneamente las
caracteristicas deseables no es facil, dado que muchos se encuentran asociados positiva o

negativamente. La herramienta estadistica que permite estimar el grado y naturaleza de tales
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asociaciones es el coeficiente de correlacion (r). Esta asociacion puede tener una base genética o
no. Si existe correlacion genética entre dos caracteres la seleccion hacia uno de ellos causaré
cambios en el otro. La magnitud de este tipo de correlacion puede deberse a pleiotropia (un solo
gen afecta simultaneamente a diferentes vias metabolicas) 6 ser el reflejo de un ligamiento
genético. Las correlaciones pueden ser utilizadas para realizar selecciéon indirecta para una
caracteristica a través de otra mas facil de medir o de mayor heredabilidad; para estimar el
cambio que se produce cuando se realiza seleccidn en una caracteristica sobre las otras asociadas
y para desarrollar indices de seleccidn simultanea para varios caracteres (Falconer, 1960).

Los caracteres cuantitativos importantes en el cultivo de arveja incluyen rendimiento y calidad de
semilla, resistencia al frio y a patdégenos. Muchos estudios genéticos han puesto de manifiesto
que la mejora de estos caracteres requiere de marcadores de ADN que mejoran la eficacia y la

precision de los métodos convencionales de mejora.

4.6 Mejoramiento asistido por marcadores

Los mejoradores deben responder constantemente a distintos cambios. Primero, los cambios en
las practicas agricolas, que crean la necesidad de desarrollo de genotipos con caracteristicas
especificas. Segundo, los cambios en los ambientes y los organismos que habitan en él. Por
ultimo, aunque no menos importante, los cambios en las preferencias y requerimientos de los
consumidores. Ademas, los programas de mejoramiento deben aumentar el rendimiento de los
cultivos dado que el crecimiento global de la poblacion requiere de un incremento en la
produccidn agricola de alimentos (Tester y Langridge, 2010). A pesar de los logros alcanzados a
partir del mejoramiento convencional, la utilizacion de nuevas tecnologias es necesaria para
acelerar los procesos, mejorando los métodos de fenotipado y genotipado y aumentando la
diversidad genética disponible. La seleccion asistida por marcadores es una herramienta muy
interesante, ya que permite acelerar la seleccion y disminuir los costos en el manejo de grandes

poblaciones de plantas.
4.7 Marcadores genéticos

Un marcador genético es una diferencia (polimorfismo) heredable de forma mendeliana simple,

cuya variabilidad puede ser detectada y estudiada. Son de gran utilidad en andlisis de diversidad
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genética, estudios sistematicos y evolutivos, identificacion de genotipos, etc. Un marcador
genético ideal es aquél que presenta un elevado polimorfismo, una herencia de tipo mendeliana,
no se ve afectado por el ambiente, es codominante (capaz de discriminar individuos homocigotas
de heterocigotas), de rapida identificacion, de simple analisis y de posible deteccion en los
estadios tempranos del desarrollo de un individuo.

Existen tres categorias principales de marcadores genéticos: 1) morfologicos (también Ilamados
clasicos o visibles) los cuales son en si mismos caracteristicas fenotipicas; 2) bioquimicos, los
cuales incluyen a las isoenzimas y proteinas de reserva; y 3) marcadores de ADN (o

moleculares), que son sitios de variacion del ADN ( Winter y Kahl, 1995; Jones et al., 1997).

4.7.1 Marcadores Morfologicos

Los marcadores morfoldgicos son caracteristicas fenotipicas de facil identificacion visual, tales
como forma, tamafio, color o altura de una planta. La caracterizacién e identificacion tradicional
de variedades se ha basado en el empleo de caracteres morfoldgicos y/o agronémicos. Es una
metodologia de bajo costo y sencilla; la cual ha sido ampliamente utilizada en el cultivo de arveja
(Tar’an et al., 2005; Esposito et al., 2007; Smykal et al., 2008; Dumont et al., 2009; Espdsito
etal., 2009; Mishra etal., 2009; Sarikamis etal., 2010; Gatti etal., 2011). Sin embargo,
presentan limitaciones, debido a que algunas caracteristicas no son evidentes durante las fases
tempranas del desarrollo, el nimero de caracteres registrables es reducido, se observa un nivel
bajo de polimorfismos, una frecuencia considerable de dominancia alélica y, en muchos casos, un

control poligénico con marcada influencia ambiental.

4.7.2 Marcadores Bioguimicos

Los principales marcadores bioquimicos son los enzimaticos, basados en el hecho de que dos
variantes de una misma enzima (isoenzimas) pueden presentar diferencias de carga y por lo tanto
pueden ser separadas por electroforesis en geles de almidon. La mayor ventaja de las técnicas
electroforéticas sobre los marcadores morfologicos radica en su codominancia y la menor
influencia que el ambiente ejerce sobre los mismos. El contenido de proteinas de reserva del
endosperma también puede ser empleado como marcador bioquimico, y se evalla a través de la

técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis). Estos
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marcadores han sido utilizados en arveja en distintos tipos de estudio (Baranger et al., 2004;
Smykal et al., 2008; Dumont et al., 2009; McPhee et al., 2012; Haider et al., 2013).

Las principales desventajas de los marcadores bioquimicos, al igual que los morfoldgicos, estan
determinadas por su cantidad limitada y por la influencia tanto por parte del ambiente como de la
fase de desarrollo de la planta (Winter y Kahl, 1995).

4.7.3 Marcadores de ADN

El continuo avance de la biologia molecular permitié la generacion de distintos marcadores
moleculares, mediante los cuales se logré sobrepasar las limitaciones observadas con el uso de
marcadores morfoldgicos y bioguimicos. Un marcador molecular se basa en la presencia de
variaciones de la secuencia del ADN. Presentan numerosas ventajas, tales como 1) no estan
influenciados por el ambiente, 2) presentan un alto nivel de polimorfismo y no tienen efectos
pleiotrdpicos ni epistaticos, 3) muestran, en algunos casos, una expresion de tipo codominante, 4)
comprenden cualquier parte del genoma, sea codificante o no codificante (intrones o regiones
regulatorias), 5) pueden ser utilizados en estadios tempranos del desarrollo y 6) la mayor parte de
los polimorfismos moleculares son neutros, por lo tanto una variacion alélica en un locus
marcador generalmente no tiene efectos a nivel fenotipico (Collard et al., 2005).

Los primeros marcadores moleculares fueron desarrollados a fines de los afios *70 y estuvieron
basados en la hibridacion de sondas oligonucleotidicas: RFLP (Restriction Fragment Lengh
Polymorphism) (Botstein et al., 1980) y VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (Jeffreys
etal., 1985).

El desarrollo de la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1988) permitio la
generacion de nuevos marcadores a finales de los 80 y principios de los ’90: los RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams etal., 1990) y los microsatélites o SSR
(Simple Sequence Repeat) (Litt y Luty, 1989). La deteccion de los primeros se basa en la
amplificacion al azar de polimorfismos de ADN a partir de cebadores cortos de secuencia
aleatoria. Los microsatélites, por otro lado, se basan en la amplificacion de loci especificos a
partir de cebadores complementarios a las secuencias que flanquean el segmento de interés. El

namero de marcadores basados en la PCR sigui6 aumentando con la aparicion de los AFLP
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(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos etal., 1995) y SNP (Single Nucleotide
Polymophism) (Wang, 1998) entre otros.

4.7.4 Marcadores SRAP

La técnica SRAP (sequence-related amplified polymorphism) (Li y Quiros, 2001) ha sido
reconocida como un sistema de marcadores moleculares de suma utilidad tanto para
caracterizacion como para mapeo genético, siendo factible su aplicacion en la seleccién asistida.
Es una técnica simple desarrollada para especies del genero Brassica (Li y Quiros, 2001) y
utilizada posteriormente para estudios de diversidad genética en alcaucil (Cravero et al., 2007),
arveja (Esposito et al., 2007), lenteja (Bermejo et al., 2010) y sorgo (Lekgari y Dweikat, 2014),
para deteccion de marcadores asociados a un caracter de interés en alcaucil (Martin et al., 2008) y
pepino (Zhang et al., 2010), y para construccion de mapas de ligamiento en algodén (Lin et al.,
2003), meldn (Wang et al., 2008) y alcaucil (Martin et al., 2013).

Estos marcadores pueden combinarse con técnicas de secuenciacion para aumentar su capacidad
y efectividad. Li et al. (2011) utilizaron la plataforma de secuenciacion Illumina/Solexa para
integrar nuevos marcadores SRAP en el mapa de ligamiento de Brassica rapa.

La técnica estd orientada a la amplificaciéon de ORF (Open Reading Frame) y se basa en la
amplificacion de regiones codificantes del genoma a partir de dos cebadores (primers). Los
cebadores tienen una longitud de 17 o 18 nucle6tidos, con una secuencia principal de 13 a 14
nucleotidos de longitud, de los cuales las 10 primeras bases del extremo 5" terminal son una
secuencia de constitucion no especifica (secuencia de relleno), seguida de la secuencia CCGG en
el cebador F (del inglés forward, directo) y AATT en el cebador R (del inglés reverse, inverso).
La secuencia central es seguida por tres nucledtidos selectivos en el 3" terminal. La secuencia de
relleno de los cebadores F y R son diferentes para cada uno de ellos (Li y Quiros, 2001). Dado
que las regiones exonicas estan normalmente muy conservadas entre individuos, 1o que resultaria
en bajos niveles de polimorfismo, se incluye en el cebador R la secuencia AATT cerca de la
region 3’ a fin de que reconozca regiones ricas en AT, las cuales normalmente se encuentran en
promotores e intrones (Figura 2).

El polimorfismo observado es el resultado de dos eventos 1) cambios en la longitud de los

fragmentos debido a inserciones y deleciones, que generan marcadores codominantes en casos de
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pequefios cambios y dominantes cuando los cambios son muy grandes e impiden la
amplificacion, y 2) sustituciones de nucleotidos que impiden la unién de los cebadores al ADN
molde, lo cual genera marcadores de tipo dominante (Li y Quiros, 2001).

La utilidad de los marcadores SRAP para realizar mapas de ligamiento en arveja ha sido probada

recientemente por nuestro grupo de trabajo (Guindon et al., 2016).

Cebador F Secuencia relleno
5 - TCACTCCAAABBEENNN-3’

Secuencia CCGG

Secuencia AATT

Cebador R ||

5" GAGTGEBTABBAATTNNN-

MNucledtidos selectivos

Figura 2. Disefio cebadores SRAP.

4.7.5 Marcadores SSR

Los marcadores microsatélites son segmentos cortos de ADN, con un patrén especifico de 1 a 6
pares de bases repetidas en tandem hasta 60 veces que se hallan en el genoma del nucleo y las
organelas. Se encuentran distribuidos densa y homogéneamente por todo el genoma, tanto en
regiones codificantes como no codificantes, si bien son menos abundantes en los exones (Kalia
etal., 2011). Durante la replicacion del ADN puede ocurrir un deslizamiento de la ADN
polimerasa en la region repetida de la hebra molde que va a originar una expansion o contraccion
de la regién en la nueva hebra replicada, si el error no es corregido. Debido a su excepcional
variabilidad, codominancia y su relativa facilidad de analisis, las secuencias microsatélites son
consideradas como uno de los marcadores moleculares méas poderosos, pero su desarrollo ha sido
una de las limitantes para su utilizacion. Una gran cantidad de marcadores microsatélites
especificos de arveja han sido desarrollados y se encuentran disponibles para realizar estudios en
la especie (Burstin et al., 2001; Loridon et al., 2005; Tar’an et al., 2005; Sun et al., 2014; Yang
etal., 2015).
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4.7.6 Marcadores SNP identificados por la técnica GBS

Los marcadores SNP se refieren a polimorfismos de ADN a nivel de pares de bases individuales
y constituyen el 90 % de la variacion en cualquier organismo. Son abundantes y estan
distribuidos uniformemente a lo largo de todo el genoma de un individuo (Gupta et al., 2008).
Los avances de la tecnologia, en conjunto con la necesidad de reducir el costo y simplificar la
identificacion de los SNPs, han permitido el desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion
masiva denominadas NGS (Next generation sequencing). Dentro de las nuevas estrategias para
identificacion de SNPs, se encuentra la metodologia GBS (Genotyping by sequencing). Esta
técnica implica la creacion de bibliotecas de genoma reducido de ADN, que luego son
secuenciadas para realizar los analisis bioinforméticos correspondientes. Para reducir la
complejidad del genoma se utilizan enzima de restriccion (ER) sensibles a metilacion en su
digestion. Esta técnica requiere de dos tipos de adaptadores, los primeros corresponden a
oligonucleotidos que son complementarios a la secuencia que se encuentra unida a la celda de
flujo del secuenciador y los segundos son codigos de barra, que permiten la identificacion de las
muestras. Debido a que cada individuo presenta un cddigo de barra diferente, es posible
secuenciar una gran cantidad de muestras de forma simultanea en una reaccién (Baird et al.,
2008; Elshire et al., 2011). Los fragmentos con los adaptadores son amplificados mediante PCR y
secuenciados. En la Figura 3 se observa un diagrama de la técnica GBS (Myles, 2013). Una vez
obtenidos los datos de la secuenciacion es necesario realizar analisis bioinforméticos para
identificar los marcadores SNP. El andlisis consta de dos etapas, la primera comprende el
procesamiento de secuencias y el alineamiento de las mismas (contra un genoma de referencia o
contra ellas mismas) y la segunda implica la identificacion de los SNPs y el genotipado de las
muestras. En las especies que no cuentan con un genoma de referencia descripto, se construye
una referencia, esto es un ensamble de novo, en el cual las secuencias individuales se agrupan y
fusionan para formar fragmentos contiguos denominados “contigs”, que comparten la misma
secuencia de nucleétidos. Posteriormente los contigs son ensamblados para crear secuencias de
mayor tamano, denominadas “scaffolds”. Existen diversas herramientas disponibles para la
realizacion de estos analisis, algunos de los paquetes informaticos son: Trimmomatic (Bolger
etal., 2014), Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012) y Samtools (Li et al., 2009). Este

procedimiento ha resultado adecuado para estudios de caracterizacion de germoplasma (Lu et al.,
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2013; Fu et al., 2014; Chew et al., 2016; Gircan et al., 2016), seleccién genémica (Romay et al.,
2013; Taranto et al., 2016), mejoramiento y mapeo de diversos organismos (Baird et al., 2008;
Liu etal., 2014; Li etal., 2015b; Celik et al., 2016). Las principales ventajas de este sistema
incluyen su bajo costo, el bajo procesamiento de las muestras, debido a que hay pocos pasos de
PCR y purificacion, y, ademas, no es necesario contar con un genoma de referencia (Davey et al.,
2011). Existen algunos inconvenientes asociados a la técnica, como la cantidad de datos faltantes
que se producen si se lo compara con otros tipos de marcadores moleculares y la tasa de error
asociada con el método (Furuta et al. 2017). Sin embargo, GBS se esta convirtiendo en una
herramienta muy importante para el mejoramiento asistido por marcadores en un rango amplio de
especies vegetales (He et al., 2014).
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Figura 3. Esquema de la técnica GBS. Adaptado de Myles (2013). ER: Enzima de restriccion.

4.8 Anélisis de ligamiento

4.8.1 Mapas moleculares

Un mapa genético o de ligamiento es un modelo del orden de los genes o marcadores dentro de
un cromosoma o grupo de ligamiento. Estos modelos permiten comprender la forma en que esta
organizado el genoma de una especie y constituyen una herramienta Gtil en el mejoramiento
genético vegetal permitiendo la identificacién de marcadores ligados a genes de importancia y
facilitando la caracterizacion de QTLs asociados a caracteres de interés.

Los analisis de ligamiento se basan en los eventos de entrecruzamiento, que tienen lugar durante

la meiosis, y que generan intercambios de segmentos entre los cromosomas homologos. La
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posibilidad de que ocurra el entrecruzamiento esta directamente relacionada con la distancia entre
dos genes; cuanto menor sea la frecuencia de recombinacion entre dos marcadores, mas cerca se
sitian en el cromosoma.

De acuerdo a Collard et al. (2005), hay tres puntos fundamentales en la construccion de los
mapas de ligamientos: 1) produccién de una poblacion de mapeo, 2) identificacion de
polimorfismos, 3) andlisis de ligamiento de los marcadores.

1) Poblaciones de mapeo (Figura 4): En general, la poblacion segregante mas ampliamente
utilizada para la construccion de mapas de ligamiento en especies vegetales son las poblaciones
F», las cuales son obtenidas por la autofecundacion del material hibrido F1 previamente generado
por el cruzamiento de dos lineas parentales homocigotas. En la estrategia BCi (primera
generacion de retrocruza), los hibridos F1 son retrocruzados con una de las lineas parentales.
Mientras que el BC1 permite el analisis de segregacion proveniente solo de uno de los parentales,
la estrategia F- tiene la ventaja de permitir obtener el doble de informacion dado que es analizada
la segregacion de ambos parentales. Ambas estrategias son factibles de ser utilizadas en el caso
de evaluar especies en las que puede disponerse de lineas parentales homocigotas. En el caso de
plantas anuales, las poblaciones F> y BC1 no pueden ser mantenidas en el tiempo. En este
contexto, surge el interés por el andlisis de familias F2:3 las cuales han demostrado ser de gran
utilidad para el mapeo de QTLs (Ferreira et al., 2006). Este disefio incorpora la informacion de la
progenie F3 derivada de cada planta F2. Se ha demostrado que este tipo de familias brindan una
gran cantidad de informacion genética y que la variacion observada en diferentes caracteres esta
en gran parte controlada genéticamente. Si el tamafio de la familia F23 es lo suficientemente
grande, el valor promedio de la familia representara el valor genotipico de la planta F2. ( Zhang y
Xu, 2004; Ding et al., 2011).

A partir de individuos de una F», mediante sucesivos ciclos de autofecundacion, se construyen
lineas puras recombinantes (RIL, recombinant inbred line), las cuales consisten en una serie de
lineas homocigotas con una Unica combinacion de segmentos cromosémicos de los padres
originales. La mayor desventaja de este tipo de poblaciones es el tiempo requerido para su
obtencion, generalmente son necesarias entre seis y ocho generaciones. Las poblaciones de
haploides duplicados (DH) pueden ser producidas mediante la induccion de la haploidia, a partir

del cultivo de anteras o microsporas, o de hibridaciones interespecificas e intergenéricas, y la
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posterior duplicacion cromosomica. Esta estrategia es aplicable s6lo en especies donde hay
protocolos establecidos para la induccién de organismos haploides. La mayor ventaja de las
poblaciones RIL y DH es que producen lineas homocigotas que pueden ser multiplicadas y
reproducidas sin que ocurran cambios genéticos. Esto permite la realizacion de ensayos en

distintas localizaciones y afios.

Parental 1 X Parental 2

l

F1

Induccion de la duphcaclon
cromosomica

F1XP2 Haploides duplicados

l s mﬂ > m\

WL
j@ LLLLLLLL )| S
WLWLWUWY

M, WL

”r Lineas puras recombinantes

Figura 4. Diagrama de los principales tipos de poblaciones de mapeo (Collard et al., 2005).

2) Identificacion de polimorfismos: Es critico que exista suficiente polimorfismo entre los
parentales para la construccion de un mapa de ligamiento. Una vez identificados los marcadores
polimorficos, que muestran diferentes alelos en los parentales, se procede al genotipado de los
individuos de la poblacién. Para comprobar si los marcadores segregan segun las proporciones
esperadas se suelen realizar pruebas chi-cuadrado. Generalmente los marcadores segregan de
forma mendeliana, aunque suelen encontrarse marcadores con segregacion distorsionada. Esta
distorsion puede deberse a diversos factores, como el tipo y el tamafio de la poblacion de mapeo,
la asociacion con genes que determinan viabilidad o funcionalidad gamética o esporofitica, o
errores en la toma de datos (Zhao et al., 2006).
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3) Andlisis de ligamiento de los marcadores: El ligamiento entre marcadores es usualmente
calculado como la probabilidad de que dos marcadores estén ligados, versus la probabilidad de
que no lo estén. Estas probabilidades son expresadas como LOD score (Logarithm of odds). Un
LOD score de tres entre dos marcadores indica que la hipétesis de ligamiento es 1.000 veces mas
probable que la hipdtesis de no ligamiento. Para ordenar los marcadores ligados se han descripto
diferentes algoritmos que calculan la bondad de un mapa determinado entre todos los posibles. El
programa JoinMap calcula de forma automatica las ordenaciones que hacen minimos los
cuadrados de la diferencia entre los valores de recombinacion observados (obtenidos
directamente de todos los pares de valores) y los estimados en el mapa (Stam, 1993). De este
modo, a partir de los dos marcadores mas proximos en el grupo a ordenar, se van afiadiendo
nuevos loci y al final se obtiene la bondad del mapa medida con un valor chi-cuadrado (Van
Ooijen, 2006). La distancia a lo largo del mapa de ligamiento es medida en términos de la
frecuencia de recombinacién entre los marcadores. Cominmente se utilizan dos funciones de
mapeo que convierten estas frecuencias de recombinacion en centiMorgans (cM); la funcién
Kosambi, que asume que los eventos de recombinacion influyen en la ocurrencia de eventos de
recombinacion adyacentes, y la funcion Haldane que asume que no hay interferencia entre los

eventos de entrecruzamiento (Collard et al., 2005).

4.9 Analisis de QTLs

El mejoramiento genético de una especie implica el conocimiento de la genética de los caracteres
de interés. Muchos de estos caracteres son controlados por varios genes y son conocidos como
caracteres cuantitativos. EI primer requisito para el mapeo genético de un locus que controla un
caracter cuantitativo o QTL, es la existencia de una asociacion estadistica significativa entre la
segregacion del caracter y la segregacion de un marcador genético en una poblacion determinada
(Jensen, 1989). Diversos métodos estadisticos han sido propuestos para el analisis de QTLs.

El mapeo mediante pruebas simples de marcador es uno de los métodos méas sencillos en el
analisis de QTL, consiste en analizar la segregacion de un fenotipo con respecto a los marcadores
genotipados para evaluar que marcadores estan asociados con el caracter de interés, sugiriendo de
este modo la existencia de un posible QTL. En este enfoque se pueden utilizar tres técnicas

estadisticas: prueba T, analisis de varianza (ANDEVA) y regresion linear simple. La hipotesis
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nula que se somete a prueba es que el valor de la media del carcter es independiente del
genotipo para un marcador dado (Doerge, 2002). Estas técnicas tienen tres debilidades
principales: la primera es la falta de precision al estimar la localizacion y los efectos del QTL,
dado que éstos son indicados indirectamente a través de los valores del marcador; la segunda es
que se deben descartar individuos para los que no se tiene informacion para el marcador; y la
tercera es que, cuando los marcadores estan muy espaciados, el QTL podria estar muy alejado de
los mismos, disminuyendo el poder de deteccion (Broman, 2001).

El mapeo de QTL por intervalos simples (SIM, por sus siglas en inglés Simple Interval Mapping)
supera las desventajas del método anterior. EI método fue desarrollado por Lander y Botstein
(1989) y utiliza un mapa genético definiendo intervalos a través de los marcadores sobre los
cuales se efectua la localizacion de los QTLs. Mediante técnicas estadisticas de maxima
verosimilitud se estima si un QTL esta presente 0 no en una localizacion dentro de un intervalo
dado. Ademas se pueden estimar los efectos aditivos y los efectos de dominancia de los QTLs
detectados. El resultado de cada prueba estadistica es expresado en puntuacién LOD, que indica
el nivel de evidencia de la presencia de un QTL en esa posicién. Cuando el pico de la puntuacion
LOD maéaximo excede el umbral establecido se rechaza la hipétesis nula de que ningin QTL se
encuentra dentro de esa posicion para el intervalo testado. Una de las mayores desventajas del
mapeo por intervalos es que el modelo del analisis solo considera un QTL a la vez, por lo tanto
puede haber un sesgo en la estimacion de la localizacién del QTL cuando multiples QTLs estan
presentes (Lander y Botstein, 1989; Haley y Knott, 1992; Zeng, 1994).

El problema de QTLs multiples fue resuelto de manera independiente por Jansen (1993) y Zeng
(1994) que disefiaron el mapeo por intervalos compuesto (CIM, por sus siglas en inglés
Composite Interval Mapping). Este método utiliza un conjunto de marcadores ligados a los
posibles QTLs como covariables (cofactores), de modo que se incrementa la resolucion del

mapeo al eliminar la variabilidad asociada a otros QTLs.

4.10 La genética en Pisum sativum
La genética de la arveja ha sido objeto de estudio por largo tiempo (Knight, 1799; Mendel, 1865),
pero, llamativamente, los avances en cuanto a la estructura del genoma y la organizacion de los

grupos de ligamiento es muy limitado (Ellis y Poyser, 2002).
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El cariotipo de la arveja comprende siete cromosomas: cinco acrocéntricos (cromosomas 3, 4, 5,
6, 7) y dos cromosomas submetacéntricos (cromosomas 1y 2). EI genoma nuclear comprende
cerca de 4x10° pares de bases, aunque las estimaciones varian en un 20 %. Presenta un contenido
de GC del 37,7 %, pero en comin con muchos eucariotas, este contenido de GC varia y parece
estar distribuido en regiones relativamente largas de composicion de bases similar (Smykal et al.,
2012). El genoma de la arveja se compone de un alto nimero de copias de secuencias repetidas
dispersas (Ellis y Poyser, 2002). La complejidad de este genoma ha detenido el progreso en el
desarrollo de recursos genomicos para la especie. En la actualidad existe un consorcio
internacional, compuesto por grupos de trabajo de Francia, Republica Checa, Estados Unidos,
Canadé y Australia que trabajan en conjunto para el desarrollo de una secuencia de alta calidad
del genoma de la especie.

Por el momento, el genoma ha sido caracterizado con distintos tipos de marcadores, RFLP,
RAPD, SSR, AFLP, SNP, etc. Al menos 60 mapas genéticos han sido construidos para distintas
poblaciones F2 o RIL, abarcando desde 13 hasta 8.503 marcadores, con longitudes que variaron
entre 437,2 y 2.686 cM (Tabla 1). Algunos marcadores resultaron comunes entre los distintos
mapas correspondientes a distintas poblaciones, lo que permitié la integracion de los mapas y el

desarrollo de mapas consenso para la especie (Tabla 2).

4.11 QTLs asociados a caracteres agronémicos en Pisum sativum

En comparacion con otros cultivos econdmicamente importantes se han reportado pocos estudios
de caracteres cuantitativos en arveja y los avances al respecto son aun muy limitados (Smykal y
Konecna, 2014). En la Tabla 1 se muestran los caracteres que han sido mapeados con los mapas
de ligamiento disponibles por el momento.

Los primeros analisis de QTL se realizaron para peso de semilla con un mapa realizado en base a
dos poblaciones segregantes con 101 RFLP, 58 RAPD y 40 AFLP (Timmerman-Vaughan et al.,
1996). Los mismos autores mapearon QTLs relacionados con los caracteres peso, nimero y
rendimiento de semilla, evaluados durante tres afios a campo (Timmerman-Vaughan et al., 2005).
Otros mapas genéticos basados en marcadores AFLP, RAPD y STS se utilizaron para detectar
QTLs asociados a la resistencia al vuelco, altura de planta, resistencia a Mycosphaerella,

rendimiento de grano, concentracion de proteina en semilla y madurez (Tar’an et al., 2003;
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Tar’an et al., 2004). Los marcadores de resistencia al vuelco fueron verificados y aplicados en
programas de mejoramiento (Zhang et al., 2006). Otros caracteres estudiados fueron el color
verde en los cotiledones (McCallum et al., 1997), nimero de nodos, precocidad, altura de planta
y resistencia a Ascochyta (Dirlewanger etal., 1994). Utilizando RILs evaluadas en cuatro
ambientes se estudio el control de la resistencia al blanqueado, detectando QTLs que se
expresaron en todos los ambientes, asi como también QTLs especificos para un ambiente
(Ubayasena et al., 2010). Los mismos autores identificaron QTLs asociados a caracteres visuales
de la semilla, como color y forma (Ubayasena et al., 2011). Por otro lado, se han realizados
estudios de QTL relacionados al tiempo de floracion (Prioul et al., 2004) con los cuales se han
obtenido resultados similares a los alcanzados a través de efectos mutacionales (Weller et al.,
2009). Diversos estudios genéticos han identificado QTLs asociados con el contenido total de
nitrégeno y de proteinas de las semillas (Burstin et al., 2007; Irzykowska y Wolko, 2004; Tar’an
etal.,, 2004). Burstin et al. (2007) mapearon QTLs para el rendimiento de grano y para los
componentes del rendimiento en cinco ambientes diferentes detectando 261 QTLs considerando
el total de los ambientes. Recientemente, Bourion et al. (2010), Krajewski et al. (2012) y Klein et
al. (2014) trabajaron con caracteres relacionados a rendimiento de grano. En la Tabla 3 se
detallan las caracteristicas de los QTLs que han sido encontrados previamente para los caracteres

evaluados en esta tesis. Se puede observar que los avances al respecto son ain muy limitados.
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POBLACION F2

N° de N° N° de Longitud
Cruza original i de marcadores Tipo de marcadores del mapa Caracteres mapeados Referencias
GL (cM)
Altura de planta, dias a floracién, nimero de nodos, resistencia a (Dirlewanger
Erygel x 661 174 12 69 RFLP, RAPD 550 Ascochyta et al., 1994)
Primo x (Timmerman-
102 14 199 RFLP, RAPD, AFLP 1.5108 Peso semilla Vaughan et al.,
0SuU442-15 1996)
Primo x . (McCallum et al.,
0SU442-15 102 11 199 RFLP, RAPD 1.5108 Color de semilla 1997)
Vinco x Hurst's . . . . . - (Hunter et al.,
Greenshaft - - - isoenzimas - Resistencia a Pseudomonas syringae pv. Pisi 2001)
Partridge x - - - isoenzimas - Resistencia a Pseudomonas syringae pv. Pisi (Hunter etal.,
Early Onward yringae pv. 2001)
(Timmerman-
A26 x Rovar 148 13 99 AFLP, RAPD 9308 Resistencia a Ascochyta Vaughan et al.,
2004)
. . A . (Timmerman-
Primo x 297 1 108 RFLP, RAPD, AFLP 1.3698 Peso §em|l|a seco, rendlmlen_tp de §em|lla, componentes de Vaughan et al.,
0SuU442-15 rendimiento, nudos a floracién, nimeros de nodos totales 2005)
IFP13260 x . . . . (Barilli et al.,
IEP13251 94 9 146 RAPD,SSR 1.283,3 Resistencia a Uromyces pisi (Pers.) Wint. 2010)
NGB5839 x . (Weller et al.,
J11794a 92 - - - Nodo a primera flor 2012)
Pennant x . . . (Aryamanesh
ATC113 188 9 155 SSR 2.686 Resistencia a Bruchus pisorum etal., 2014)
G0003973 x
GO005527 190 11 157 SSR 1.518 - (Sun et al., 2014)
DDR11 x (Guindon et al.,
Zavos 45 7 112 SRAP 528,8 - 2016)
POBLACION RIL
N° de N° N° de Longitud
Cruza original e s de marcadores Tipo de marcadores del mapa Caracteres mapeados Referencias
GL (cM)
RFLP, marcadores
JI281 x JI399 71 10 151 morfolégicos y proteinas 1.7008 - (Ellis et al., 1992)
de reserva
) (Ellis et al., 1992;
JI15 x JI1194 50 10 65 RFLP - Hall et al., 1997)
) (Ellis et al., 1992;
JI15 x JI61 38 13 51 RFLP - Hall et al., 1997)
J1201 %1813 48 3 13 RFLP - - (Ellis etal, 1992

Hall et al., 1997)
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JI1 1794 x Slow

JI15 % JI399

JI281 x JI399

Térese x K586b

MN313 x
0SU1026

Wt10245 x
Wt11238

A88 x Rovar

MN313 x JI
1794
Puget x 90—
2079
Carneval x
MP1401

Wt10245 x
Wt11238

JI296 x DP

Carneval x
MP1401

Térese x K586b

“Afghanistan”
(sym2) x
A1078-239
CMG x PI
220174
Champagne x
Terese

Champagne x
Terese

51

139

104

133

47

127

88

104

135

139

19

225

164

164

14

11

13

10

10

200

256

204

96

242

324

207

204

206

207

363

213

213

RAPD, AFLP, RFLP

RFLP, marcadores
morfolégicos y proteinas
de reserva
RFLP, marcadores
morfolégicos y proteinas
de reserva
RAPD, RFLP, marcadores
morfolégicos

Isoenzimas, STS, RAPD

Marcadores morfoldgicos,
isoenzimas, AFLP, ISSR,
CAPS, STS, RAPD

RAPD, AFLP, RFLP,
SCARS
RAPD, SSR

AFLP, RAPD, AFLP,SSR,
ISSR, STS, isoenzimas

AFLP, RAPD, STS

Marcadores morfoldgicos,
isoenzimas, AFLP, ISSR,
CAPS, STS, RAPD

SSR, RAPD, STS

AFLP, RAPD, STS

SSR, SNP, marcadores
morfolégicos

SSR, SNP

SSR, SNP

1.289§

1.4008

2.3008

1.139

2.416

1.0508

1.094

1.2748

2.416

1.061

1.2748

1.458

1.419

1.419

Peso de la semilla seca

Tolerancia a Aphanomyces euteiches

Longitud de hoja, nimero de internodo

Resistencia a Ascochyta, madurez reproductiva de la planta

Dehiscencia de vaina
Resistencia parcial a Aphanomyces euteiches

Altura de planta, Resistencia a Mycosphaerella

Componentes de rendimiento, concentracion de proteina en la semilla

Resistencia a Mycosphaerella pinodes, altura de planta, fecha a
floracion
Rendimiento de grano, concentracion de proteina en la semilla, dias a
madurez
Componentes de rendimiento, contenido proteico de la semilla, nimero
y volumen de células de cotiledon, fecha a floracion, altura de planta,
nimero de ramas basales, biomasa, contenido de nitrégeno, indice de
cosecha

Tolerancia a Fusarium

Tolerancia a Fusarium

Respuesta al fotoperiodo, tolerancia al frio

Respuesta al fotoperiodo, tolerancia al frio, contenido de azlcar,
contenido de Rubisco

(Timmerman-
Vaughan et al.,
1996)

(Hall et al., 1997)

(Hall et al., 1997)

(Laucou et al.,
1998)
(Weeden et al.,
2000)

(Irzykowska
etal., 2002)

(Timmerman-
Vaughan et al.,
2002)
(Weeden et al.,
2002)
(Pilet-Nayel et al.,
2002)
(Tar’an et al.,
2003)

(Irzykowska y
Wolko, 2004)

(Prioul et al.,
2004)
(Tar’an et al.,
2004)

(Burstin et al.,
2007)

(Weeden y Porter,
2007)

(Weeden y Porter,
2007)
(Lejeune-Henaut
et al., 2008)

(Dumont et al.,
2009)
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Ballet x Cameor

China x Cameor

Orb x CDC
Striker
VavD265 x
Ballet

Ballet x Cameor

VavD265 x
Cameor
Carman x
Rewarde
Baccara x 552;
DSP x 90—
2131c; Baccara
x P1180693

HUVP1xFC1

Orb x CDC
Striker
Alfetta x CDC
Bronco

P665 x Messire
P665 x Messire

Wt10245 x
Wt11238

Wit11238 x
Wit3557

Shawnee x
Bohatyr
Baccara x 552;
DSP x 90—
2131c; Baccara
x P1180693
Kaspa x
Parafield

China x Cameor

207

91

90

180

180

180

71

178-178

136
90

92

111

111

101

110

187

178-110-

178

134

129

12

11

152

91

224

224

57
224

223

246

303

191

91

272

619

458

679

SSR

SNP
SSR, AFLP
PQL (proein quality loci)
PQL (proein quality loci)
PQL (proein quality loci)

SSR

SSR, RAPD, RGA

SSR, STS, RAPD
SSR, AFLP
SSR, AFLP

RAPD, STS, EST

RAPD, STS, EST, SSR

Marcadores morfoldgicos,
isoenzimas, AFLP, ISSR,
CAPS, STS, RAPD, SSR
Marcadores morfoldgicos,
isoenzimas, AFLP, ISSR,
CAPS, STS, RAPD, SSR
SSR, RAPD, marcadores
morfol4gicos, isoenzimas

SSR, RAPD, AFLP, STS

SNP, SSR

SNP

1.140

6778

890

1.652

634
890

450
1.214

1.188,97

1.086

853

1.716

1.513

1.916

947,18

Fecha a floracion, apariencia de la hoja eficiencia de uso de la
radiacion, area de la hoja, contenido de clorofila de la hoja, longitud del
tallo, peso de la semilla, indices de nutricién de la planta (biomasa,
contenido de nitrégeno, eficiencia de nodulacion y fijacion de
Nitrégeno)

Resistencia al blanqueado
Contenido y calidad de las proteinas de la semilla
Contenido y calidad de las proteinas de la semilla
Cantidad y calidad de proteina de la semilla

Resistencia a Fusarium

Resistencia a Aphanomyces

Resistencia a Uromyces fabae (Pers.) de-Bary

Caracteres visuales de semilla
Caracteres visuales de semilla
Resistencia a Mycosphaerella pinodes
Resistencia a Pseudomonas syringae

Longitud de hoja, nimero de internodos, componentes de rendimiento,
concentracion de proteina en la semilla

Componentes de rendimiento, concentracion de proteina en la semilla

Resistencia parcial a Fusarium

Resistencia a Aphanomyces, precocidad, altura de planta

Tolerancia a la salinidad

Fecha a floracion, resistencia al frio, tipo de ramificacién, area de la
hoja, contenido de clorofila de la hoja, altura de planta, componentes de
rendimiento, biomasa, indice de cosecha y contenido proteico de la
semilla

(Bourion et al.,
2010)

(Deulvot et al.,
2010)
(Ubayasena et al.,
2010)
(Bourgeois et al.,
2011)
(Bourgeois et al.,
2011)
(Bourgeois et al.,
2011)

(Feng et al., 2011)

(Hamon et al.,
2011)

(Rai et al., 2011)

(Ubayasena et al.,
2011)
(Ubayasena et al.,
2011)
(Fondevilla et al.,
2012)
(Fondevilla et al.,
2012)

(Krajewski et al.,
2012)
(Krajewski et al.,
2012)
(McPhee et al.,
2012)

(Hamon et al.,
2013)

(Leonforte et al.,
2013)

(Klein et al.,
2014)
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Kaspa x 106 13
Yarrum
Kaspa x ps1771 106 9
1-2347-144 x
CDC Meadowd 159 16
Baccara x
P1180693 48 7

428

451

367

64.263

SSR, SNP

SSR, SNP

SNP

SNP

1.910

1.545

437,2

1.027

Resistencia a Oidio

Resistencia a Oidio, tolerancia a boron

Concentracién de acido fitico, biodisponibilidad de hierro

(Sudheesh et al.,
2014)

(Sudheesh et al.,
2014)
(Shunmugam
et al., 2015)
(Boutet et al.,
2016)

Tabla 1. Mapas construidos con poblaciones biparentales en Pisum Sativum y QTLs (quantitative trait loci) posicionados en estos mapas (Adaptado de
(Smykal y Konecnd, 2014; Tayeh etal., 2015b). §Mapas desarrollados con la funcién Haldane. AFLP: Amplified fragment length polimorphism
(Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados); CAPS: Cleaved amplified polymorphic sequence (Secuencia polimorfica amplificada y
cortada); EST: Expressed sequence tag (Marcador de secuencia expresada); ISSR: Inter simple sequence repeat (Secuencias simples internas repetidas);
PQL: Protein quantity loci (Loci de cantidad de proteina); RAPD: Random amplified polymorphic DNA (ADN polimdrfico amplificado al azar); RFLP:
Restriction fragment length polymorphism (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion); RGA. Resistance gene analogues (Genes
anélogos de Resistencia); SCARS: Sequence-characterized amplified region (Regiones amplificadas caracterizadas y secuenciadas); SNP: Single
nucleotide plolymorphism (Polimorfismo de nucle6tido Gnico); SRAP: Sequence related amplified polymorphism (Polimorfismo amplificado

de secuencias relacionadas); SSR: Simple sequence repeat (Microsatélites); STS: Sequence-tagged site (Sitio de secuencia marcada).
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MAPAS CONSENSO
- N° de N° de N° de Tipo de Longitud del -
Gz e individuos GL marcadores marcadores mapa RIEEIEEEE
J11794 x Slow 51 7 850 RFLP, isoenzimas, 800 (Weeden et al.,
RAPD, SSR 1998)
Terese x K586; Champagne x Terese; Shawnee x Bohatyr 490 7 462 SSR 1430 (Loridon etal.,
2005)
Terese x K586; Champagne x Terese 303 7 363 SSR, SNP 14588 (A”g%gg)t al,
Terese x K586; Terese x Champagne; China x Cameor; Cameor x VavD265; Cameor x Ballet; (Bordat et al.,
Ballet x VavD265 1.022 7 536 SSR, SNP 1389 2011)
Baccara x PI 180693; Baccara x 552 356 7 224 SSR, RAPD, RGA 1652 (Hanz’g'l‘le)t al,
. . . SSR, RAPD, (Hamon et al.,
Baccara x Pl 180693; Baccara x 552; DSP x 90-2131; Puget x 90-2079 594 7 619 AFLP, STS 1513 2013)
JI296 x DP; Champagne x Terese; China x Cameor; Baccara x P1180693 360 7 2.070 SNP 1255 (Duggi:)t Al
Orb x CDC Striker; Carrera x CDC Striker; 1-2347-144 x CDC Meadow; Alfetta x P651; China 586 7 939 SNP 7716 (Sindhu et al.,
x Cameor 2014)
Kaspa x Yarrum; Kaspa x ps1771; Kaspa x Parafield - 7 764 SSR, SNP 2555 e(ts;:dhzegﬂ)
Champagne x Terese; VavD265 x Cameor; Ballet x Cameor; VavD265 x Ballet; Cameor x
Melrose; Kazar x Cameor; Kazar x Melrose; China x Cameor; Cameor x Sommette; Cameor x 1.384 7 15.079 SNP 794.9§ (Tayehetal,
Cerise; Baccara x P1180693; JI296 x DP 2015a)

Tabla 2. Mapas consenso desarrollados en Pisum Sativum (Adaptado de Tayeh et al., 2015). 8Mapas desarrollados con la funcién Haldane. AFLP:
Amplified fragment length polimorphism (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados); RAPD: Random amplified polymorphic DNA (ADN
polimérfico amplificado al azar); RFLP: Restriction fragment length polymorphism (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccién); RGA.
Resistance gene analogues (Genes anélogos de Resistencia); SNP: Single nucleotide plolymorphism (Polimorfismo de nucleétido Gnico); SSR: Simple
sequence repeat (Microsatélites); STS: Sequence-tagged site (Sitio de secuencia marcada).

L - , Ambientes ,  Numero de .
Caracteres Paoblacion evaluada Mapa utilizado Método evaluados GL R QTLs Referencia
Peso de 102 F,: Primo x OSU442-15 199 RAPD, AFLP, RFLP; 1,510 cM IM lafioa 345 0.13- 3 (Timmerman-Vaughan
semilla campo 0.26 et al., 1996)
Peso de 51 RIL: JI 1794 x Slow 200 RAPD, AFLP, RFLP; 1.289 cM Andlisis  1afio en 13,7 - 7 (Timmerman-Vaughan
semilla simple invernadero et al., 1996)
NUmero de o ) 3afios a 0.05- (Timmerman-Vaughan
semilla 227 F,: Primo x OSU442-15 108 RAPD, AFLP, RFLP, 1.396 ctM CIM campo 1,2,3,4,7 0.27 9 et al., 2005)
Altura de 88 RIL: Carneval x MPL401 207 AFLP, RAPD, STS; 1.274 cM civ  1lambientes 3, GLno 006 3 (Tar'an et al., 2003)
planta a campo asignados  0.47
Numero de . 240 AFLP, ISSR, CAPS, STS, RAPD; lafioa 0.10- (Irzykowska y Wolko,
semilla 114 F,, 104 RIL: Wt10245 x Wt11238 2 416 cM IM campo 1,2,3,45,6,7 055 8 2004)
Peso de . 240 AFLP, ISSR, CAPS, STS, RAPD; lafioa 0.10- (Irzykowska y Wolko,
semilla 114 F,, 104 RIL: Wt10245 x Wt11238 2416 cM IM campo 12,35 0.24 7 2004)
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Rendimiento
de semilla
NUmero de

vainas

Rendimiento
de semilla
Peso de
semilla
Rendimiento
de semilla
Altura de
planta
NUmero de
semilla
Peso de
semilla
Rendimiento
de semilla
NUmero de
semilla
Peso de
semilla
Rendimiento
de semilla
NUmero de
semilla
Peso de
semilla
NUmero de
vainas
NUmero de
semillas

Semillas por
vaina
Peso de
semilla

114 F,, 104 RIL: Wt10245 x Wt11238

114 F,, 104 RIL: Wt10245 x Wt11238

88 RIL: Carneval x MP1401

227 F,: Primo x OSU442-15
227 F,: Primo x OSU442-15
139 RIL: Térese x K586b
139 RIL: Térése x K586hb
139 RIL: Térése x K586b
139 RIL: Térése x K586b
207 RIL: Ballet x Cameor

207 RIL: Ballet x Cameor

110 RIL: Wt11238 x Wt3557, 101
RIL: Wt10245 x Wt11238
110 RIL: Wt11238 x Wt3557, 101
RIL: Wt10245 x Wt11238
110 RIL: Wt11238 x Wt3557, 101
RIL: Wt10245 x Wt11238

129 RIL China x Cameor

129 RIL China x Cameor

129 RIL China x Cameor

129 RIL China x Cameor

240 AFLP, ISSR, CAPS, STS, RAPD;
2416 cM

240 AFLP, ISSR, CAPS, STS, RAPD;
2.416 cM

207 AFLP, RAPD, STS; 1.274 cM

108 RAPD, AFLP, RFLP, 1.396 cM
108 RAPD, AFLP, RFLP, 1.396 ctM
363 SSR, SNP; 1.458 cM
363 SSR, SNP; 1.458 cM
363 SSR, SNP; 1.458 cM
363 SSR, SNP; 1.458 cM
152 SSR; 1.140 cM

152 SSR; 1.140 cM

91Y 191 AFLP, ISSR, CAPS, STS,
RAPD, SSR; 853 Y 1.086 cM

91Y 191 AFLP, ISSR, CAPS, STS,
RAPD, SSR; 853 Y 1.086 cM

91Y 191 AFLP, ISSR, CAPS, STS,
RAPD, SSR; 853 Y 1.086 cM

679 SNP, 947,1 cM

679 SNP, 947,1 cM

679 SNP, 947,1 cM

679 SNP, 947,1 cM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

CIM

lafioa
campo
lafioa
campo

13 ambientes
a campo
3 afios a

campo
3 afios a
campo
5 afios a
campo
5 afios a
campo
5 afios a
campo
5 afios a
campo
2 afios a
campo,
2 afios a
campo,
3 afios a
campo
3 afios a
campo
3afiosa
campo
6 afios a
campo
6 afios a
campo

6 afios a
campo
6 afios a
campo

1,2,34,7

12,3457

2,6,7

134,57
34,7
1,357
1,3,45,6,7
1,34,7
134,57
1,2,35,7
25
2
1,235
3

34

14,7

1,236

0.09—
0.47
0,12-
0,55

0.39

0.03-
0.19
0.05—
0.15
0.09-
0.63
0.10-
0.44
0.09-
0.31
0.09-
0.53

17,3
8,8-
18,3

0,13-
0,35
0,11-
0,28

0,19-
0,29
3,1-

53

(Irzykowska y Wolko,
2004)
(Irzykowska y Wolko,
2004)

(Tar’an et al., 2004)
(Timmerman-Vaughan
et al., 2005)
(Timmerman-Vaughan

etal., 2005)
(Burstin et al., 2007)

(Burstin et al., 2007)
(Burstin et al., 2007)
(Burstin et al., 2007)
(Bourion et al., 2010)
(Bourion et al., 2010)
(Krajewski et al.,
2012)
(Krajewski et al.,
2012)
(Krajewski et al.,
2012)
(Klein et al., 2014)

(Klein et al., 2014)

(Klein et al., 2014)

(Klein et al., 2014)

Tabla 3. QTLs detectados para componentes de rendimiento en arveja. CIM: Composite Interval mapping (Mapeo por intervalo compuesto); IM: Interval
mapping (Mapeo por intervalos); AFLP: Amplified fragment length polimorphism (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados); CAPS:
Cleaved amplified polymorphic sequence (Secuencia polimérfica amplificada y cortada); ISSR: Inter simple sequence repeat (Secuencias simples internas
repetidas); RAPD: Random amplified polymorphic DNA (ADN polimérfico amplificado al azar); RFLP: Restriction fragment length polymorphism
(Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion); SNP: Single nucleotide plolymorphism (Polimorfismo de nucledtido Unico); SSR: Simple

sequence repeat (Microsatélites); STS: Sequence-tagged site (Sitio de secuencia marcada).
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5. HIPOTESIS
Mediante la combinacion de diversas técnicas moleculares, tales como SRAP (Sequence-Related
Amplified Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) y GBS (Genotyping by sequencing), es
posible generar un elevado niumero de marcadores distribuidos regularmente a lo largo de todo el
genoma de Pisum sativum L., de manera tal que permitan generar un mapa de ligamiento de la
especie e identificar QTLs (Quantitative Traits Loci) asociados a caracteristicas de interés

agronémico facilitando los procesos de seleccion en los programas de mejoramiento genético.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general
Establecer relaciones de ligamiento genético en Pisum sativum L. a fin de desarrollar un nuevo
mapa de ligamiento para la especie que permita la identificacion y localizacion de QTLs

asociados a caracteres de importancia agro-econémica.

6.2 Objetivos especificos

« Desarrollar una poblacién de mapeo de la especie Pisum sativum L. a partir del cruzamiento
entre dos variedades lineales con comportamiento diferencial para caracteres cuantitativos.

« Evaluar cada individuo de la poblacién de mapeo F> a nivel productivo y molecular.

« Evaluar a nivel productivo a las familias F2:3, derivadas de cada individuo F> en dos ambientes
diferentes.

. Analizar parametros genéticos sobre los caracteres evaluados que faciliten el establecimiento de
criterios de seleccidn para el mejoramiento de la especie.

« Seleccionar un grupo de marcadores moleculares polimérficos entre ambos progenitores, que
presenten segregacion de tipo mendeliana en la poblacion Fa.

« Generar un mapa de ligamiento utilizando una combinacién de marcadores moleculares SRAP,
SSR y SNP.

. Confrontar el mapa obtenido con los mapas publicados previamente para la especie,
comparando el orden y las distancias entre los marcadores.

. Identificar y mapear QTLs ligados a los caracteres de interés agrondmico relacionados con el

rendimiento, a fin de acelerar los procesos selectivos en la especie en estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Construccion de la poblacion de mapeo

Se utilizaron las plantas F. derivadas del cruzamiento entre las variedades Explorer y DDR14

(Figura 5). Dichos progenitores fueron seleccionados por ser de diferentes origenes geograficos y

por presentar divergencias a nivel morfologico y productivo de acuerdo a lo reportado por

Almirdn (2015) (Tabla 4). Asimismo, Esposito et al. (2014), evaluaron 213 marcadores

polimorficos SRAP obtenidos a partir de 18 combinaciones de cebadores, diez marcadores SSR y

14 caracteres morfovegetativos. En base a estos datos ambas variedades fueron incluidas en

diferentes grupos al ser sometidas a analisis de conglomerados junto a otras 21 accesiones.

Tamafio de vainas
Potencial de rendimiento

Grande: 8,2 cm de largo y 1,3 cm de ancho
Elevado: 0,8 Kg/parcela de 20 plantas

DDR14 Explorer
Origen India Suecia
Color de grano Amarillo Verde
Presencia de foliolos Si No
Calibre de grano Grande: 0,79 cm Medio: 0,65 cm

Medio: 6,5 cm de largo y 1,9 cm de ancho
Medio-bajo: 0,4 Kg/parcela 20 plantas

Tabla 4. Caracteristicas de los progenitores utilizados para generar la poblacion de mapeo.

Explorer

DDR14

Figura 5. Progenitores DDR14 y Explorer sembrados en el afio 2015. Se pueden observar la diferencia en el tamafio
de las vainas (A), en el tamafio y color de las semillas (B) y la presencia de foliolos en DDR14 y de zarcillos en

Explorer (C).
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7.2 Evaluacién fenotipica

7.2.1 Diseio experimental

Doscientas semillas F. fueron sembradas el 24 de junio de 2013, en la Seccion de Horticultura,
del Campo Experimental J.F. Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario (33°1 LS y 60°53 LO) en cuatro surcos de 5 m de longitud, aplicando un
marco de plantacion de 70 cm entre surcos y 10 cm entre plantas dentro del surco. Se utiliz6 un
sistema de riego por goteco y se efectuaron tratamientos de a,o,a-trifluoro-2,6-dinitro-N,N-
dipropil-p-tolouidina (Trifluralina) como herbicida pre-emergente e incorporado al suelo, para
evitar la competencia con malezas. Simultaneamente y en un surco apareado, se sembraron dos
repeticiones de diez plantas de cada uno de los parentales utilizados en el cruzamiento.

De las 200 semillas F> sembradas, solo 110 germinaron, desarrollaron y generaron una cantidad
suficiente de semilla como para pasar a la siguiente generacién. Las 110 familias F2:3 fueron
sembradas y evaluadas durante los afios 2014 y 2015 (fechas de siembra 26/06 y 06/07,
respectivamente) utilizando un disefio completamente aleatorizado con dos repeticiones de diez
plantas por familia. Simultdneamente y en el mismo marco de plantacion, se sembré una muestra

de diez semillas de ambas lineas progenitoras y de la generacion F.

7.2.2 Caracteres analizados

En cada una de las generaciones y afios, se evaluaron caracteristicas productivas de acuerdo a lo
establecido por la Unidén Internacional para la proteccion de las obtenciones vegetales (UPOV,
2009). En el caso de los individuos F2 las evaluaciones se realizaron a nivel de planta individual,
mientras que para las familias F2:3 se determinaron los valores promedios de cada parcela, al igual

que para la F1 y los progenitores.

Los caracteres evaluados fueron:

* Dias a 50 % de floracion (DF): periodo comprendido desde la siembra hasta el 50 % de inicio
de floracion de la parcela. Se consideré el inicio de la floracion cuando aparece en la planta una
flor abierta.

« altura de planta al momento de la cosecha (cm) (AP),

* numero de vainas por planta (NV),
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* numero de semillas por planta (NS),

* longitud de la vaina (cm) (LV),

« ancho de la vaina (cm) (AV),

* nimero de semillas por vainas (SV),

« diametro de la semilla (cm) (DS),

* peso promedio de las semillas de cada planta, determinado como el peso total de las semillas de

cada planta dividido por el nimero de semillas producidas (g) (PS).

7.3 Analisis Estadisticos

7.3.1 Evaluacién de los progenitores DDR14 y Explorer y de la generacion F

Los anélisis detallados a continuacion se efectuaron a través del programa estadistico Info-Gen
(Balzarini y Di Renzo, 2003).

Se comprobé el supuesto de distribucion normal para cada caracter por medio de la prueba de
Shapiro-Wilk modificada por Mahibbur y Govindarajulu (1997) (W>0,85).

Se llevé a cabo un Analisis de Variancia (ANDEVA), a dos criterios de clasificacion, a traves de
los ambientes evaluados para determinar la significancia de los efectos del genotipo, del ambiente
y de la interaccién genotipo x ambiente (IGA) en la diferencia observada entre los progenitores.
Se utilizo el siguiente modelo aditivo lineal:

Yijk = 1+ ai + Bj+ vij T €ijk

donde:

Yijk : cada una de las variables de respuesta en la caracterizacion;

W: media general;

ai: efecto del factor genotipo, i = 1...g, siendo g = numero de genotipos = 2;

Bj: efecto del factor ambiente, j = 1...a, a = nimero de ambientes = 3, a =1, 2 y 3 para los afios
2013, 2014 y 2015.

yij: interaccion genotipo-ambiente;

eijk: error experimental, k = 1...r, r = nimero de repeticiones = 2.

Todos los efectos fueron considerados aleatorios.
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Se analizaron los datos obtenidos dentro de cada uno de los afios evaluados (2013, 2014 y 2015):
se compararon los valores promedios de los progenitores mediante la prueba T de Student
(p<0,05) para determinar la existencia de diferencias significativas entre los mismos.

Por otra parte, se determind la presencia de heterosis mediante la comparacion de los valores
promedio de la generacion F1 con los del progenitor superior en cada uno de los ambientes (afios)
evaluados (2014 y 2015).

7.3.2 Evaluacion de la poblacion F y de las familias F2:3

Los anélisis detallados a continuacion se efectuaron a través del programa estadistico Info-Gen
(Balzarini y Di Renzo, 2003).

Se comprobd el supuesto de distribucion normal para cada cardcter por medio de la prueba de
Shapiro-Wilk modificada por Mahibbur y Govindarajulu (1997) (W>0,85).

7.3.2.1 Evaluacién de la interaccidn genotipo por ambiente en las familias F»:3

Se llevaron a cabo ANDEVA, a dos criterios de clasificacion, a través de los ambientes evaluados
para determinar la significancia de los efectos del genotipo, del ambiente y de la interaccion
genotipo (familia) x ambiente (IGA).

Se utilizo el siguiente modelo aditivo lineal:

Yijk = 1+ ai + Bj+ vij T €ijk

donde:

yijk : cada una de las variables de respuesta en la caracterizacion;

M: media general;

ai: efecto del factor genotipo, i = 1...g, siendo g = numero de genotipos = 110;

Bj: efecto del factor ambiente, j = 1...a, a = numero de ambientes = 2;

yij: interaccion genotipo-ambiente;

eijk: error experimental, k = 1...r, r = nUmero de repeticiones = 2.

Todos los efectos fueron considerados aleatorios.

7.3.2.2 Andlisis por ambiente de los individuos F, v las familias F»:3

Se analizaron los datos obtenidos dentro de cada ambiente para los individuos F. (afio 2013) y

sus correspondientes familias F2:3 (afios 2014 y 2015).
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Se calcularon los valores promedios, minimos y maximos para los caracteres evaluados en cada
ambiente. Se determing el coeficiente de variacion (CV), que puede ser utilizado como una forma
de medir la variabilidad entre las plantas F> y entre las familias F2:.

Se realizaron ANDEVA a un criterio de clasificacion para cada caracter en cada uno de los afios
de evaluacion (2014 y 2015) para analizar la variabilidad existente entre las familias F23. Se
utilizo el siguiente modelo:

Vik = W + Qi T Eik

donde:

yik: cada una de las variables de respuesta en la caracterizacion;

M: media general;

ai: efecto del factor genotipo, i =1...g, siendo g = nimero de familias = 110

gik: error experimental, kK = 1...r, r = nimero de repeticiones = 2

A partir del ANDEVA se estimaron para cada uno de los ambientes los componentes de variancia

entre (ce?) y dentro (c4®) de las familias y se calculé la heredabilidad en sentido estricto (h?) de

é

acuerdo a la formula establecida por Cahaner y Hillel (1980): h? = & ——
2 (o2+03)

El error estandar de la heredabilidad se estim6 a partir de la variancia del coeficiente de
correlacion intraclase (Falconer, 1960).

En cada uno de los ambientes evaluados se identificaron segregantes transgresivos como aquellos
individuos F2 o familias F2:3 cuyos valores medios excedian al padre de mayor valor en, al menos,
dos desvios estandares, calculando el desvio estandar en base a la descendencia (Connor et al.,
2005).

7.3.2.3 Influencia de las condiciones ambientales en el comportamiento de las familias F:3

Los datos correspondientes a los afios 2014 y 2015 respecto al volumen de precipitaciones totales
entre junio y noviembre (periodo entre la siembra y cosecha del cultivo) y temperaturas medias
desde el 20 de setiembre al 10 de noviembre (etapa de llenado de granos en el cultivo) fueron

obtenidos de la estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de la U.N.R.
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Se determind si existian diferencias significativas para cada una de las familias entre los afios
evaluados comparando los valores promedios de todas las variables entre ambos afios mediante la
prueba T de Student (p<0,05).

7.3.3 Correlaciones fenotipicas y genéticas entre variables

La estimacion de los coeficientes de correlacién fenotipicos (rF) y genéticos (rG) para cada par
de caracteres, se realizo mediante el uso del programa computacional GENES version Windows
(Cruz, 2001). El programa aplica las formulas clasicas de correlacion:

Correlacion fenotipica: rE(XY) = COVF(XY) / SF(X).SF(Y)

Correlacion genética: rG(XY) = COVG(XY) / SG(X). SG(Y)

donde: COV(XY) son las covarianzas fenotipicas y genéticas entre los caracteres X e Y; S(X) y
S(Y) son la desviaciones estandar fenotipicas y genéticas de X e Y.

Los coeficientes de correlacion pueden tomar valores dentro del intervalo (-1, 1). Valores
cercanos a 1 indican alta correlacion lineal positiva y valores de r cercanos a -1 indican alta
correlacion lineal negativa. Si el coeficiente se aproxima a cero indica que no hay correlacion
lineal entre variables. Una vez estimados los coeficientes de correlacion se confirmo la

significancia estadistica mediante una prueba T.

7.4 Evaluacion molecular
Las técnicas moleculares descriptas en los puntos 7.4.1, 7.4.2 y 7.4.3 se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agrarias de la U.N.R., ubicada en

la localidad de Zavalla, Provincia de Santa Fe.

7.4.1 Extraccion del ADN

Hojas jovenes de cada planta F. y de cada uno de los progenitores fueron recolectadas y
almacenadas en freezer a -80 °C. El ADN genomico total se extrajo partiendo de 0,10 g de tejido
vegetal usando el método CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) descripto por Doyle y Doyle
(1990) con las siguientes modificaciones: 1) luego de llevar a cabo la precipitacion del ADN las
muestras se dejaron a -20 °C por 30 minutos 2) los ultimos lavados se realizaron con etanol al 70

% vy, 3) el pellet obtenido se resuspendio en agua destilada. Luego de un tratamiento con RNasa,
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se evalug la cantidad y calidad del ADN por electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Se
compard la intensidad de las bandas con un estandar de ADN (100 ng/ul) analizando las

iméagenes digitales de los geles con el programa GelAnalyzer v2010.

7.4.2 Marcadores SRAP

Se utilizaron un total de 50 combinaciones de cebadores SRAP (Tabla 5), generadas a partir de
diez cebadores directos y diez cebadores reversos (Tabla 6), desarrollados por Li y Quiros (2001)
y Lin et al. (2003). Las mismas fueron evaluadas en ambos parentales para identificar
polimorfismos entre los mismos. Aquellas combinaciones con las que se obtuvieron bandas
polimorficas entre los progenitores fueron posteriormente utilizadas en la evaluacion de los
individuos Fo.

La reaccion de PCR (20 pl volumen final) consistio en 15 ng de ADN gendmico, 0,2 mM de
dNTPs, 0,5 uM de cada cebador, 1,5 mM de MgCly, 1X de solucion amortiguadora Tag ADN
polimerasa y 1 unidad (U) de Tag ADN polimerasa (Invitrogen™, 5U/pul).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MyCyclerTM (BIO-RAD). El
protocolo de ciclado fue de: 5 min a 94 °C; 5 ciclos de tres pasos: 1 mina 94 °C, 1 mina35°Cy
1 min a 72 °C; en los siguientes 35 ciclos la temperatura de hibridacion se elevé a 50 °C;
finalizando con un paso de elongacion de 10 min a 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron mezclados con 15 pl de solucion amortiguadora de
siembra (98 % (v/v) de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % (m/v) de azul de bromofenol y 0,01
% (m/v) de xylene cyanol) y resueltos por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6 % (m/v), de dimensiones de 0,15 x 340 x 500 mm, a 100 W durante un tiempo
variable de entre tres a cuatro horas dependiendo del avance del frente de corrida, previa
desnaturalizacion de los productos a 94 °C por 5 minutos.

La visualizacién de los productos de PCR se realizd6 mediante tincion con nitrato de plata al 1 %
(m/v) siguiendo el protocolo de Bassam et al. (1991).

Se analiz6 cada combinacion SRAP buscando bandas polimorficas entre los genotipos. Se asigno
un valor de “1” para la presencia de banda y “0” para la ausencia de la misma. Los tamafios de las
bandas se estimaron en base a un marcador de ADN de peso molecular de 100 pb a 1000 pb

CienMarker (Biodynamics).
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Combinaciones SRAP utilizadas

Mel-Em1 | Me3-Em4 | Me6-Em6 | Me8-Em8

Mel-Em2 | Me3-Em5| Me6-Em7 | Me8-Em9

Mel-Em3 | Me4-Em1l| Me6-Em8 | Me8-Em10

Mel-Em4 | Me4-Em2 | Me6-Em9 | Me9-Em6

Mel-Em5 | Me4-Em3 | Me6-Em10| Me9-Em7

Me2-Em1 | Me4-Em4 | Me7-Em6 | Me9-Em8

Me2-Em2 | Me4-Em5| Me7-Em7 | Me9-Em9

Me2-Em3 | Me5-Em1| Me7-Em8 | Me9-Em10

Me2-Em4 | Me5-Em2 | Me7-Em9 | Mel0-Em6

Me2-Em5 | Me5-Em3 | Me7-Em10 | Mel0-Em7

Me3-Em1 | Me5-Em4 | Me8-Em6 | MelO-Em8

Me3-Em2 | Me5-Em5 | Me8-Em7 | Mel0-Em9

Me3-Em3 Mel0-Em10

Tabla 5. Combinaciones de cebadores SRAP utilizadas
Cebadores F Secuencia Cebadores R Secuencia

Mel 5’-TGAGTCCAAACCGGATA-3’ Emil 5’-GACTGCGTACGAATTAAT-3’
Me2 5’-TGAGTCCAAACCGGAGC-3’ Em?2 5’-GACTGCGTACGAATTTGC-3’
Me3 5’-TGAGTCCAAACCGGAAT-3’ Em3 5>-GACTGCGTACGAATTGAC-3’
Me4 5’-TGAGTCCAAACCGGACC-3’ Em4 5’-GACTGCGTACGAATTTGA-3’
Me5 5’-TGAGTCCAAACCGGAAG-3’ Em5 5’-GACTGCGTACGAATTAAC-3’
Me6 5’-TGAGTCCAAACCGGTAG-3’ Em6 5’-GACTGCGTACGAATTGCA-3’
Me7 5’-TGAGTCCAAACCGGTTG-3’ Em7 5’-GACTGCGTACGAATTATG-3’
Me8 5’-TGAGTCCAAACCGGTGT-3’ Em8 5’-GACTGCGTACGAATTAGC-3’
Me9 5>-TGAGTCCAAACCGGTCA-3’ Em9 5’-GACTGCGTACGAATTACG-3’
Mel0 5’-TGAGTCCAAACCGGGAC-3’ Em10 5’-GACTGCGTACGAATTTAG-3’

Tabla 6. Secuencia de cebadores SRAP utilizados

7.4.3 Marcadores SSR

Se probaron en los progenitores 49 SSR (Tabla 7), los cuales fueron desarrollados para la especie
por Loridon et al. (2005). Aquellos que mostraron polimorfismo fueron evaluados luego en toda
la poblacion.

La reaccion de PCR (25 ul volumen final) consistié en 20 ng de ADN gendémico, 0,2 mM de
dNTPs, 0,2 uM de cada cebador, 1,5 mM de MgCly, 1X de solucion amortiguadora Tag ADN
polimerasa y 1 U de Taq ADN polimerasa (PB-L, Productos Bio-L6gicos®). Las amplificaciones
se llevaron a cabo en un termociclador MyCyclerTM (BIO-RAD). Se utiliz6 un protocolo de
amplificacion de aterrizaje (touchdown, TD) de: 5 min a 94 °C; seguido de 11 ciclos de tres
pasos: 30 sa 94 °C, 30 s a 63 °C (para TD 63-58) 0 55 °C (para TD 55-50) (decreciendo 0,5 °C

en cada ciclo) y 1 min a 72 °C; posteriormente se realizaron 24 ciclos de: 30 sa 94 °C, 30 s a
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58 °C 050 °C (TD 63-58 y TD 55-50, respectivamente) y 1 min a 72 °C; finalizando con un paso
de elongacién de 5 mina 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron mezclados con 10 pL de solucion amortiguadora de
siembra (98 % (v/v) de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % (m/v) de azul de bromofenol y 0,01
% (m/v) de xylene cyanol), desnaturalizados a 94 °C durante 5 min y separados
electroforéticamente a 100 W por dos horas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 %
(m/v). La visualizacion de los productos se realiz6 mediante tincion con nitrato de plata al 1 %

(m/v) (Bassam et al., 1991). Los tamafios de las bandas se estimaron en base a un marcador de

ADN de peso molecular de 100 pb a 1000 pb CienMarker (Biodynamics).

SSR Cebadores F Cebadores R TD
A9 5'-GTGCAGAAGCATTTGTTCAGAT-3” 5'-CCCACATATATTTGGTTGGTCA-3’ 58-63°C
AA5 5'-TGCCAATCCTGAGGTATTAACACC-3’ 5-CATTTTTGCAGTTGCAATTTCGT-3" |58-63°C
AA18 5'-CTGTAGACCAAGCCAAAAGAT-3’ 5-TGAGACACTTTTGACAAGGAGG-3" |58-63°C
AA37 5'-TCCACCTTCAAAGTTGATACAGT-3' 5'-GGGCTTTTTAGCTTGTAGACCA-3’ 50-55°C
AA92 | 5-AAGGTCTGAAGCTGAACCTGAAGG-3'| 5'-GCAGCCCACAGAAGTGCTTCAA-3' |50-55°C
AA103 5'-AAGTGTGAAAGTTTGCCAGGTC-3’ 5'-CGGGTACGGGTTATGTTGTC-3’ 58-63°C
AA121 5'-TCCATACCTTAGTGTTAAA-3’ 5-ACTAATAAGGTAAACATGTG-3’ 50-55°C
AA135 5'-CCGTTACACATCATTAAGATG-3' 5-TCCATATCCAGATTAGTCAGA-3' 50-55°C
AA153 5-TTTGATAGTCCGACTTTTCCAT-3' 5'-GTGACAAAAGAATTCAAAACGC-3' | 50-55°C
AA160 5'-AGATAGACATGAGAATGGTGGC-3' 5'-CTGCTCCAACACAAGATAAACA-3" |58-63°C
AA163.2 5-TAGTTTCCAATTCAATCGACCA-3' 5'-AGTGTATTGTAAATGCACAAGGG-3’ | 50-55°C
AA189 5-ATTTATCCTACACTTCCAGCCTA-3’ 5'-GGATATACAACGTCACACTACCA-3" |50-55°C
AA200 5'-ACCGAAGAGCATTTTTCCTAAG-3’ 5-TCCATCAGTTCCCTAATTCACT-3' |58-63°C
AA205 5'-TACGCAATCATAGAGTTTGGAA-3’ 5-AATCAAGTCAATGAAACAAGCA-3' | 50-55°C
AA233 5-TTAGCTTGAAGCTCACACAAG-3’ 5-ACACTAGCTACTACAAATGAAGGC-3' | 58-63°C
AA278 5'-CCAAGAAAGGCTTATCAACAGG-3’ 5-TGCTTGTGTCAAGTGATCAGTG-3' |58-63°C
AA285 5-TCGCCTAATCTAGATGAGAATA-3' 5-CTTAACATTTTAGGTCTTGGAG-3’ 50-55°C
AA335 5'-ACGCACACGCTTAGATAGAAAT-3' 5-ATCCACCATAAGTTTTGGCATA-3' 58-63°C
AA355 5'-AGAAAAATTCTAGCATGATACTG-3" | 5-GGAAATATAACCTCAATAACACA-3" |50-55°C
AA399 5-CCATTGGTATATGAAAGATCGCT-3' 5-TCCCAATTAATATGGCTAGGCT-3' 58-63°C
AA460 5'-TGTCAGCTGAATTCACACTCTC-3' 5-AAAGACCTCAAAGTGTATGCGT-3' |50-55°C
AA475 5'-GTGCATGAAAAAGGGTTCAAGA-3’ 5-CGATGTTGCCATTGATGAAGAC-3’' |58-63°C
AA491 5'-GAGGTGGTGTTGAATTTGTG-3’ 5'-CCTAATTTTACCCCTCTCTCTCT-3" |58-63°C
AA504 5'-TGAGTGCAGTTGCAATTTCG-3' 5-TCAGATGAAGAGCATGTGGG-3’ 58-63°C
AB23 5-TCAGCCTTTATCCTCCGAACTA-3’ 5-GAACCCTTGTGCAGAAGCATTA-3" |58-63°C
AB25 5-TTTTCACTCAAAACACTCGGCT-3' 5-GAGTCCATTGCTGAAGGAGATT-3" |50-55°C
AB28 5'-CCTGAGTCATCACATAGGAGAT-3’ 5-GCAGAAGTATTTGACTTGATGGAA-3' | 50-55°C
AB36 5-GTCGGTGGCGACTCTTGCTA-3’ 5-GCAGAAGCATTTGTG CAGTTGA-3" | 58-63°C
AB53 5-CGTCGTTGTTGCCGGTAG-3' 5-AAACACGTCATCTCGACCTGC-3’ 50-55°C
AB 133 5'-GCAGAAGCATTCATTGCGG-3’ 5-AACATGGAATCTCAACAAACGGA-3’ | 58-63°C
AB149 5'-ACAAAGGATGATGAAAGACCCG-3" | 5-TCATTACTCAAAGAATGCACCCAC-3’ | 58-63°C
AC58 5-TCCGCAATTTGGTAACACTG-3’ 5'-CGTCCATTTCTTTTATGCTGAG-3' 58-63°C
AC74 5'-CCTTAGTGTTCTTCAACTC-3' 5-ACAGAACCAAGTTATCAATA-3’ 50-55°C
ACT75 5'-CGCTCACCAAATGTAGATGATAA-3" | 5-TCATGCATCAATGAAAGTGATAAA-3" | 50-55°C
AC76a 5'-CCCAATCCAATAAATAAAGAAA-3' 5-AATGGTTGTTATGCCATTTT-3’ 50-55°C
AD51 5-ATGAAGTAGGCATAGCGAAGAT-3' 5-GATTAAATAAAGTTCGATGGCG-3" | 50-55°C
AD56 5'-GAAACATTGGTTGAAGAGCGAG-3' 5-GTTGTCGCGTGAACACAAGTAA-3" |58-63°C
AD59 5-TTGGAGAATGTCTTCTCTTTAG-3' 5'-GTATATTTTCACTCAGAGGCAC-3' 50-55°C
ADG61 5'-CTCATTCAATGATGATAATCCTA-3' 5'-ATGAGGTACTTGTGTGAGATAAA-3" |50-55°C
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AD70 5-CTGCTTGAGGGGTAGATTATTG-3' 5-TTAGAAGCATCCACATTGAGTC-3" |50-55°C
AD146 5-TGCTCAAGTCAATATATGAAGA-3' 5-CAAGCAAATAGTTGTTTTGTTA-3" |50-55°C
AD147 5-AGCCCAAGTTTCTTCTGAATCC-3' 5-AAATTCGCAGAGCGTTTGTTAC-3" |58-63°C
AD148 5-GAAACATCATTGTGTCTTCTTG-3’ 5-TTCCATCACTTGATTGATAAAC-3" | 50-55°C
AD159 5-AGCTTGGAACCACAAGATTAGT-3' 5-GTGAATGATAATTCTCACCCTC-3" | 58-63°C
AD171 5-TGAGGGCAGACATACCCATAGC-3' 5'-CGGTGATCAAAGCAATCGACAA-3" |58-63°C
AD174 5-GGAGGGATGATTCTAACAAGGT-3' 5'-AACTCCCACTCCTCGAACTATT-3" |50-55°C
AD186 5-TCAATGACGTGTTGATCGAGGA-3' 5-CCATGCTTTGCACCGAAAGTAA-3" |58-63°C
AD237 5-AGATCATTTGGTGTCATCAGTG-3' 5-TGTTTAATACAACGTGCTCCTC-3" |50-55°C

D21 5-TATTCTCCTCCAAAATTTCCTT-3' 5-GTCAAAATTAGCCAAATTCCTC-3' |50-55°C

Tabla 7. Secuencia de marcadores microsatélites y protocolo de temperatura utilizados.

7.4.4 Marcadores SNP identificados por la técnica GBS

Dado que en nuestra institucion no disponemos del equipamiento requerido para realizar la
técnica de GBS (secuenciador Illumina HiSeq2000), dicho protocolo se realiz6 en colaboracion
con el Dr. Krishna Kishore Gali de la Universidad de Saskatchewan (Saskatoon, Canada), bajo la
direccion del Dr. Tom Warkentin siguiendo el protocolo de Elshire et al. (2011), utilizando las
enzimas de restriccion Pst I y Msp |. Debido a cuestiones précticas la secuenciacion se llevo a cabo
sobre 94 individuos de la poblacién F. y los dos progenitores, utilizando 96 cddigos de barra
Unicos para la secuenciacion.

El analisis bioinformatico de los datos de las librerias GBS también fue llevado a cabo por el Dr.
Gali. Los datos fueron procesados para reducir los errores y duplicaciones, las secuencias fueron
asignadas a cada uno de los individuos a través de los cddigos de barra especificos y el set
completo de secuencias fue examinado para encontrar secuencias polimdrficas entre los
progenitores, las que luego fueron evaluadas en toda la poblacion. Las lecturas fueron procesadas
inicialmente con Trimmomatic-0,33 (Bolger et al., 2014), y mapeadas luego contra el borrador
del genoma, proporcionado por el consorcio de secuenciacién del genoma de arveja utilizando
Bowtie2-2.2.5 (Langmead y Salzberg, 2012). Los SNPs fueron identificados y convertidos a
formato VCF utilizando Samtools-1.1 y BCFtools-1.1 (Li et al., 2009).

7.4.5 Registro de marcadores moleculares y analisis de segregacion

Los perfiles generados por los marcadores SRAP fueron considerados como marcadores
dominantes (presencia/ausencia de banda) y cada marcador/banda fue denominado de acuerdo a
la combinacién de cebadores utilizada para generarlo, seguido del PM estimado. Los marcadores
microsatélites fueron considerados como marcadores codominantes y se identificaron de acuerdo

al par de cebadores utilizados para su amplificacion. Los marcadores SNP fueron considerados
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codominantes e identificados a través de la palabra SNP, seguida del nimero de scaffold y la
posicion del nucle6tido polimorfico.

Todos los marcadores e individuos que presentaron mas de 50 % de datos perdidos fueron
eliminados del analisis.

Los marcadores fueron codificados, de acuerdo a lo indicado en el manual de uso del programa
de mapeo JoinMap v4 (Van Ooijen, 2006) para una poblacion F.. Una vez creado el archivo de
datos en el programa JoinMap v4, éstos fueron sometidos a una prueba de y2 a fin de determinar
si presentaban segregacion de tipo mendeliana. La proporcion de segregacion esperada en la
progenie es de 3:1 en el caso de marcadores dominantes o de 1:2:1 en el caso de marcadores
codominantes. Los marcadores que presentaron un patron de segregacion mendeliano (y* <
¥a=0.05) 0 con una ligera desviacion (yx%u=01 < ¥ < ¥%s=0.01) fueron utilizados para la construccion
del mapa. Los marcadores que presentaron una desviacion de la segregacion significativa (° >
v%a=0.01) fueron incluidos en una segunda ronda de mapeo, sélo cuando su presencia no alter6 el

orden local de los marcadores previamente incluidos.

7.4.6 Construccion del mapa de ligamiento

El mapa de ligamiento fue construido aplicando el programa de mapeo JoinMap v4 (Van Ooijen,
2006). Los grupos de ligamiento (GL) se establecieron con un LODnmin=3.0; una vez efectuado el
agrupamiento, el orden de los marcadores dentro de cada grupo de ligamiento se determin6 con
los parametros de mapeo REC=0.40, LOD=1.0 y Jump=5. Las distancias de mapeo fueron
estimadas en CentiMorgan aplicando la funcion de Kosambi. Los grupos de ligamiento fueron
nombrados de acuerdo a los SSR presentes y graficados mediante el programa MapChart v2.1
(Voorrips, 2002).

7.5 Deteccion de QTLs

El analisis de QTLs se basa en la deteccion de asociaciones entre el fenotipo de los individuos y
su genotipo determinado por los marcadores moleculares. Como datos fenotipicos, se han
utilizado los valores individuales de las plantas F2 y los valores de la descendencia Fz en cada uno
de los ambientes. Para manejar la gran cantidad de datos y estimaciones que requieren estos

analisis, se han desarrollado diversos paquetes estadisticos especificos. En el presente trabajo de
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tesis se utilizo el programa WinQTL Cartographer (Wang et al., 2012), mediante el cual realizd
el mapeo por intervalos compuesto (CIM). Se efectud, en primer lugar, el andlisis por prueba
simple de marcador y el andlisis por intervalo simple para detectar marcadores asociados a los
caracteres que puedan actuar como cofactores al estimar la probabilidad de los QTLs. Estos
cofactores se compararon con los seleccionados automaticamente por el programa a partir del
método de regresion directo (“forward”, p<0.05) para definir los marcadores utilizados en el
modelo final. Se ha considerado la hipoétesis tres, que asume la existencia tanto de efectos
aditivos como dominantes. EI genoma se escane0 a intervalos de 1 cM vy se estimo la posicion de
los QTLs detectados, su efecto aditivo y dominante, asi como el porcentaje de la variacion
fenotipica (R?) explicada por cada uno. EI umbral para determinar un QTL como significativo ha
sido un LOD mayor a 2,5. La posicion del QTL se estim6 en el punto de mayor LOD y se
considerd un intervalo de confianza del 95 % definido como el intervalo de mapa correspondiente
a una disminucion de 1-LOD a cada lado del punto de méxima significancia estadistica. Los
mapas de ligamiento y los QTLs detectados se han representado gréficamente mediante el
programa MapChart (Voorrips, 2002). Los QTLs se nombraron a partir de letras indicadoras del
caracter asociado, seguidas por un nimero arabigo. La variacion fenotipica explicada por todos
los QTLs detectados para un mismo carécter se determind mediante un analisis de regresion
multiple, utilizando como variables explicativas los marcadores méas cercanos para cada QTL
putativo utilizando el programa J/qtl (Smith et al., 2009). En el caso en el que la misma regién se
asocio al mismo caracter en distintas campafias se consider6 que se trataba del mismo QTL
cuando se superpusieron los intervalos de confianza, si coincidieron los signos de sus valores
aditivos.

Se evaluaron los marcadores con segregacion mendeliana que no pudieron ser incorporados a
ningun grupo de ligamiento a través de una regresion linear simple, declardndose QTLs a las
asociaciones con un p<0,05. Este andlisis también nos permitié estimar la contribucion relativa
del QTL a la variacion fenotipica observada (R?).

La consistencia de las asociaciones en distintos ambientes y con distintas generaciones fue

evaluada con el fin de validar los QTLs.
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8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion fenotipica

8.1.1 Evaluacion de los progenitores DDR14 y Explorer y de la generacion F1

Las variedades DDR14 y Explorer, utilizadas para generar la poblacién de mapeo, fueron
sembradas en los afios 2013, 2014 y 2015. La generacién F1 fue sembrada durante las campafias
2014 y 2015.

El ANDEVA a dos criterios de clasificacion realizado entre ambos progenitores, en el cual se
consideraron cada uno de los afios de evaluacion como un ambiente diferente, demostré que la
IGA fue significativa para los caracteres DF, NV, NS y LV. Para los casos en los que la
interaccion no resulto significativa se determiné que el efecto del ambiente result6 significativo
para las variables AP, SV y PS, mientras que el efecto del genotipo fue significativo para SV y
PS.

DF AP NV
GL CM F CM F CM F
Genotipo | 1 6,25 5NS 149,11 3,51\ | 208,33 6,73*
Ambiente | 2 25,8 20,64** | 967,38  26,91** | 110,18 3,56NS
IGA 2 34,7 27,76** | 167,93 4,82\ 24293 7,85*
Error 6 1,25 49,15 30,97
NS LV AV
GL CM F CM F CM F
Genotipo | 1 |13379,37 37,36™**| 2,78 150,41***| 0,02 4,44
Ambiente| 2 | 2831,46  7,91* 0,3 16,31** 0,01 1,71Ns
IGA 2 | 2548,32  7,12* 0,15 8,29* 0,01 1,13Ns
Error 6 | 358,16 0,02 0,0047
SV DS PS
GL CM F CM F CM F
Genotipo | 1 541  84,77***| 0,003 2,88NS | 0,0018 6,37
Ambiente | 2 0,5 7,9* 0,0034 3,21NS | 0,0024 8,56*
IGA 2 0,07 1,17NS 10,00086 0,82NS | 0,0012 4,16NS
Error 6 0,06 0,001 0,00028

Tabla 8. Andlisis de la Variancia a dos criterios de clasificacion para los distintos caracteres cuantitativos
evaluados en los parentales DDR14 y Explorer en el afio 2013, 2014 y 2015. DF: dias a 50 % de floracion de la
parcela, AP: altura de planta (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV:
longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), SV: ndmero de semillas por vaina, DS: didmetro de semilla
(cm), PS: peso de semilla (g). GL: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios. F: Prueba F de Snedecor. NS:
Diferencias no significativas; *: Diferencias significativas al 5 % de probabilidad, p<0,05, **: Diferencias
significativas al 1 % de probabilidad, p<0,01; ***: Diferencias significativas al 0,1 % de probabilidad, p<0,001.
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En la Tabla 9 se muestran los valores medios observados en cada uno de los ambientes evaluados
para los parentales. Al comparar estos valores encontramos que, excepto para AP, para todos los
caracteres se han obtenido diferencias significativas entre los parentales en al menos un ambiente.
Siempre que hubo diferencias DDR14 resulto superior a Explorer, dado que presentdé mayor NV,
NS, LV, AV, DSy SV y menor DF.

2013 2014 2015

DDR14 Explorer DDR14 Explorer DDR14 Explorer
DF| 91,00+1,00a 87,00+1,00a|83,00+1,00a 92,00+1,00b | 83,50+0,50a  83,50+0,50a
AP | 58,33+1,25a 53,33+2,75a| 77,9+1,50a 80,70+0,30a | 76,30+4,08a 97,90+9,20a
NV | 43,00£2,25a 18,70+3,5b |28,00+1,80a 33,30+4,90a | 39,25+0,75a  38,40+8,30a
NS | 151,00+18,75a 34,00+3,00b |91,20+1,60a 68,60+17,40a |152,15+0,70a 105,65+24,55a
LV| 7,19+0,11a 5,75+0,02b | 6,19+0,13a 5,61+0,12a | 6,79+0,10a  5,84+0,04b
AV | 1,12+0,02a 0,96+0,03b | 0,96+0,06a 0,94+0,08a | 1,06+0,03a  1,00+0,05a
SV | 351+0,25a 1,82+0,21b | 3,30+£0,13a 2,02+0,23b | 3,88+0,09a  2,74+0,05b
DS| 0,45+0,04a  0,44+0,04a | 0,50+0,01a 0,44+0,02a | 0,50+0,00a  0,48+0,00b
PS| 0,17+0,0la 0,12+0,01b | 0,16+0,01a 0,12+0,01b | 0,18+0,01a  0,19+0,02a

Tabla 9. Valores promedios y errores estandar observados para DDR14 y Explorer en cada uno de los afios
evaluados. Letras distintas junto a las medias indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la prueba de
comparacion de valores promedio (T). DF: dias a 50 % de floracion de la parcela, AP: altura de planta (cm), NV:
numero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la
vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g).

La comparacion de los valores promedio de la Fy respecto al padre de valor superior, permitio
determinar la presencia de heterosis para los caracteres NV (62 y 197 %) y NS (88 y 196 %) en
ambos ambientes. En menor medida se observé heterosis para el caracter DS en el afio 2015 (13
%).

2014 2015
Variable | Mejor padre F. % Heterosis | Mejor padre F1 % Heterosis
DF |83,00+1,00a 82,00+0,00a -1,20 83,50+0,50a  83,00+2,00a -0,60
AP | 77,90+1,50a 77,00+4,00a -1,16 76,30+4,08a  98,68+6,93a 29,33
NV | 33,30+4,90a 54,03+1,64b 62,26 39,25+0,75a 116,58+11,18b 197,01
NS |91,20+1,60a 171,50+0,50b 88,05 152,15+0,70a 450,50+22,65b 196,09
LV 6,19+0,13a  6,28+0,28a 1,42 6,79+0,10a  6,92+0,04a 1,95
AV 0,96+0,06a  0,97+0,01a 1,38 1,06+0,03a  0,96+0,03a -9,43
SV 3,30+0,13a  3,17+0,16a -3,82 3,88+0,09a  3,82+0,35a -1,64
DS 0,50+0,01a  0,48+0,01a -4,88 0,50+0,00a  0,57+0,10a 13,09
PS 0,16+0,01a  0,16+0,00a -1,15 0,19+0,02a  0,18+0,00a -6,83

Tabla 10. Valores promedios y errores estandar de la poblacion F; generada a partir del cruzamiento entre DDR14
y Explorer. Letras distintas junto a las medias indican diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la prueba de
comparacion de valores promedio (T). Se muestran los porcentajes de heterosis con respecto al padre de mejor
valor. DF: dias a 50 % de floracion de la parcela, AP: altura de planta (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS:
namero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas
por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g).
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8.1.2 Evaluacion de la poblacion F2 y de las familias F2:3
Las poblaciones segregantes (Figura 6) fueron evaluadas durante tres periodos productivos.

Todos los caracteres presentaron una distribucion normal, con valores del estadistico W > 0,85.

Figura 6. Poblaciones segregantes sembradas en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias. F,
(2012), F2:3 (2014 y 2015), respectivamente.

8.1.2.1 Evaluacién de la interaccidn genotipo por ambiente en las familias F»:3

Como se observa en la Tabla 11, el ANDEVA mostro6 que la IGA fue altamente significativa para
todos los caracteres, excepto para LV, variable para la cual s6lo se observaron diferencias entre

las familias y entre los afios evaluados.

DF AP NV

GL CM F CM F CM F

Genotipo | 109 | 42,22 4,14*** | 164,58  1,99*** | 674,08  3,62***

Ambiente| 1 | 179,23 17,56*** |22402,51 270,99***|19495,51 104,56***
IGA 109 17,11 1,68*** | 155,77  1,88*** | 558,54  3,00***
Error |220| 10,21 82,67 186,45

NS LV AV

GL CM F CM F CM F

Genotipo | 109 | 6629,95  3,34*** 0,38 3,53*** 0,01 3,26%**

Ambiente| 1 |508267,6 255,94***| 3,66 33,93*** 0,17 49,12%**
IGA 109| 5701,23  2,87*** 0,1 0,93\s 0,01 1,56**
Error |220| 1985,88 0,11 0,0034

SV DS PS

GL CM F CM F CM F

Genotipo | 109| 0,27 2,72*** | 0,0037 2,36*** | 0,00086  1,57**

Ambiente| 1 34,41  341,27***| 0,38  246,12***| 0,03 49,89***
IGA 109 0,29 2,85*** | 0,0033 2,11*** | 0,00088 1,61**
Error | 220 0,1 0,0016 0,00055

Tabla 11. Andlisis de la Variancia a dos criterios de clasificacion para los distintos caracteres cuantitativos

evaluados en la poblacién F2:zen el 2014 y 2015. DF: dias a 50 % de floracion de la parcela, AP: altura de planta

(cm), NV: namero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV:

ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g). F:

Prueba F de Snedecor. NS: Diferencias no significativas, **: Diferencias significativas al 1 % de probabilidad,

p<0,01; ***: Diferencias significativas al 0,1 % de probabilidad, p<0,001.
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8.1.2.2 Andlisis por ambiente de los individuos F» v las familias F»:3

En la Tabla 12 se muestran los valores promedios, minimos y maximos y el coeficiente de
variacion para los caracteres evaluados en cada ambiente. La variabilidad de los caracteres se
midié a través del Coeficiente de variacion (CV), considerandose baja si fue menor al 10 %,
intermedia cuanto tomo valores entre 10 y 20 % Yy alta si resulté mayor al 20 % (Kosev et al.,
2012). Los CV fluctuaron de distinta manera en funcion al caracter y a la generacion evaluada.
Los caracteres NV y NS presentaron valores altos de CV en todas las poblaciones, mientras que
DF present6 valores bajos. LV, AV y DS presentaron valores de CV intermedios en la poblacién
F2 y bajos en las poblaciones F.s. El resto de las variables evaluadas presentaron valores
intermedios en todos los casos. Para todos los caracteres se observé una mayor variabilidad en la

generacion F».

F, (2013) F..3 (2014) F..3 (2015)
Variable|Media CV Min Max |[Media CV Min Maéax |Media CV Min Max
DF 90,22 7,71 78,00 117,00| 85,83 5,73 69,00 96,00 | 84,63 3,38 72,00 90,50
AP 55,18 19,28 29,00 78,00 | 78,83 11,32 56,10 98,70 | 93,62 10,53 68,17 128,78
NV 2459 526 8,89 66,00 | 44,38 33,23 17,60 109,67| 57,78 38,62 27,99 146,67
NS 65,06 58,73 22,00 179,00|125,93 34,8 47,50 251,33|194,23 37,51 93,12 482,67
LV 6,49 12,83 350 8,38 | 6,05 6,44 501 7,10 | 6,24 550 531 7,39
AV 105 1182 069 156 | 098 808 0,72 119 | 102 516 089 1,17
SV 2,64 2091 1,10 395 | 2,83 12,46 164 3,85 34 1157 253 454
DS 050 1227 0,36 0,78 | 051 510 042 057 | 056 965 045 0,73
PS 0,18 21,15 0,08 0,25 | 0,17 1323 0,10 0,24 | 0,48 10,11 0,14 0,23
Tabla 12. Valores promedios, minimos y méaximos y coeficiente de variacion para los caracteres evaluados en la
poblacion F, y las familias F2.3 en los dos ambientes. DF: dias a 50 % de floracién de la parcela, AP: altura de
planta (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm),
AV: ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla

(9)-

El ANDEVA realizado en cada uno de los afios de evaluacidon mostrd diferencias altamente

significativas entre las familias F.:3 para todos los caracteres cuantitativos evaluados (Tabla 13).
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i} DF AP NV
Afio 2014 Fe e F c™ F c™ F
Genotipo | 109 | 42,02 2,66%**| 136,24 2,16 | 357,14 2,21%%*
Error |110| 1581 63,16 161.4
NS LV AV
GL| CM = CM = CM =
Genotipo | 109 | 2852,39 2,05%**| 0,26 248 001 2,81%%*
Error | 110139018 0.11 0,0038
SV DS PS
GL| CM = CM = CM =
Genotipo | 109| 0,26  2,74***| 0,0013 3,37°**|0,00084 1,69**
Error |110| 01 0,00037 0,0005
N DF AP NV
Ao 2015 Fe oM F CM F CM F
Genotipo | 109| 16,11 3,24***|191,65 1,01***| 963.8 4,62+
Error |110| 4,97 100,09 208,72
NS LV AV
GL| CM E | CM F CM =
Genotipo | 109 | 9920,57 3,04%**| 0,23 2,13%*| 0,01 184>
Error | 110251539 0.11 0,003
SV DS PS
GL| CM E | CM F CM =
Genotipo | 109| 0,31 2,89%*| 0,01 2,25%**|0,00066 L,78**
Error |110| 011 0,0026 0,00037

Tabla 13. Andlisis de la Variancia a un criterio de clasificacién para los distintos caracteres cuantitativos evaluados
en la poblacién F; en el afio 2013 y en la poblacion F.:3 en el 2014 y 2015. DF: dias a 50 % de floracion de la
parcela, AP: altura de planta (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV:
longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla
(cm), PS: peso de semilla (g). GL: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios. F: Prueba F de Snedecor. **:
Diferencias significativas al 1 % de probabilidad, p<0,01; ***: Diferencias significativas al 0,1 % de probabilidad,

p<0,001.

Los valores de heredabilidad en sentido estricto (h?) calculados con las variancias estimadas a

partir del ANDEVA, asi como los errores estandar correspondientes, se presentan en la Tabla 14.

De acuerdo con Singh (2005), los caracteres se consideran de heredabilidad alta cuando ésta es
mayor a 0,50, de heredabilidad media entre 0,20 y 0,50, y de heredabilidad baja si es menor a
0,20. Todos los caracteres evaluados presentaron heredabilidad alta en ambos ambientes, con

excepcion de PS, que presento valores intermedios.

-58 -



Resultados

Variable h? 2014 h? 2015
DF 0,680+0,076 | 0,793+0,069
AP 0,550+0,083 | 0,471+0,086
NV 0,566+0,082 | 0,966+0,056
NS 0,517+0,084 | 0,893+0,062
LV 0,608+0,080 | 0,529+0,084
AV 0,674+0,076 | 0,808+0,068
SV 0,667+0,077|0,714+0,074
DS 0,835+0,066 | 0,881+0,063
PS 0,381+0,089 | 0,422+0,088

Tabla 14. Heredabildad en sentido estricto con el error estdndar correspondiente para los caracteres cuantitativos
evaluados en la poblacion F»:3 en el 2014 y 2015. DF: dias a 50 % de floracion de la parcela, AP: altura de planta
(cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: ndmero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV:
ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g).

Se detectd la presencia de segregantes transgresivos en los distintos ambientes evaluados,
demostrando la generacion de nueva variabilidad en la poblacion. En la Tabla 15 se muestran los
valores medios del padre de mejor comportamiento en cada ambiente y el desvio estandar
obtenido en las poblaciones segregantes, que se utilizaron para calcular el valor limite a partir del
cual un individuo F2 o una familia F2:3 fue considerada como transgresiva. Solo se muestran los
casos que resultan utiles desde el punto de vista del mejoramiento, es decir los transgresivos de
mayor NV, NS, LV, AV, DS, SV y PS y de menor AP y DF. En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran
las distribuciones de frecuencia de los caracteres evaluados y se indican los valores de los
progenitores. Se pueden visualizar los valores del padre superior y de aquellos individuos que lo
superan. En la poblacién F2 se observaron menos de un 5 % de individuos transgresivos para los
caracteres AP, AV y DS. El promedio de los individuos transgresivos para AP result 22,83 cm
menor al del padre de menor altura, mientras que las vainas resultaron 0,33 cm mas anchas y las
semillas con un didmetro mayor por 0,21 cm. En las familias F2:3 evaluadas en el afio 2014 se
observaron segregantes transgresivos para todos los caracteres, con excepcion de SV, mientras
que en el 2015 se observaron familias segregantes transgresivos para los caracteres DF, NV, NS,
AV y DS. En ambos ambientes se observaron mas de 10 % de familias transgresivas para los
caracteres NV y NS, el promedio de estas familias superd al mejor padre por 41 vainas y 127
semillas por planta en el afio 2014 y por 62 vainas y 201 semillas por planta en el afio 2015. Es
importante resaltar las familias F2:3 que resultaron transgresivas para algin caracter en los dos
ambientes evaluados. Para NV ocho familias (5, 48, 59, 62, 84, 91, 118, 128) presentaron
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segregacion transgresiva en ambos ambientes mientras que cuatro de ellas (5, 48, 62, 91) también

lo hicieron para NS. Las familias 50 y 8 presentaron segregaciones transgresivas para DS en

ambos ambientes.

2013
Variable Mejor 2 DEE, | Valor limite % Segrega}ntes Promedio de iqdividuos
padre transgresivos transgresivos
DF 87,00 13,90 73,10 - -
AP 53,33 21,02 32,31 1,82 30,50
NV 43,00 25,80 68,80 - -
NS 151,00 74,96 225,96 - -
LV 7,19 1,66 8,85 - -
AV 1,12 0,24 1,36 2,73 1,45
SV 3,51 1,08 4,59 - -
DS 0,45 0,12 0,57 4,55 0,66
PS 0,17 0,08 0,25 - -
2014
Variable Mejor 2 DE Valor limite % Segrega}ntes Promedio de familias
padre Fa:3 transgresivos transgresivas
DF 83,00 9,84 73,16 2,73 71,00
AP 77,90 17,84 60,06 2,73 57,50
NV 33,30 29,50 62,80 10,91 74,58
NS 91,20 87,64 178,84 11,82 218,58
LV 6,19 0,78 6,97 0,91 7,10
AV 0,96 0,16 1,12 1,82 1,17
SV 3,30 0,90 4,20 - -
DS 0,50 0,06 0,56 2,73 0,57
PS 0,16 0,04 0,20 7,27 0,22
2015
Variable Mejor 2 DE valor limite % Segrega}ntes Promedio de familias
padre Fa:3 transgresivos transgresivas
DF 83,50 5,72 77,78 0,91 72,00
AP 76,30 19,72 56,58 - -
NV 39,25 44,64 83,89 14,54 103,82
NS 152,15 145,72 297,87 11,82 353,63
LV 6,79 0,68 7,47 - -
AV 1,06 0,10 1,16 0,91 1,17
SV 3,88 0,78 4,66 - -
DS 0,50 0,10 0,60 25,45 0,64
PS 0,19 0,04 0,23 - -

Tabla 15. Porcentaje de segregantes transgresivos para los caracteres cuantitativos evaluados. 2DE: doble del
desvio estandar de la poblacion segregante, DF: dias a 50 % de floracidn de la parcela, AP: altura de planta (cm),
NV: ndmero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de
la vaina (cm), SV: nimero de semillas por vaina, DS: didmetro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g).
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Figura 7. Distribuciones de frecuencias de los caracteres evaluados en la poblacién F2. NV: nimero de vainas por
planta, NS: nimero de semillas por planta, AV: ancho de la vaina (cm), LV: longitud de la vaina (cm), DS: diametro
de semilla (cm), PS: peso de semilla (g), SV: ndmero de semillas por vaina, AP: altura de planta (cm), DF: dias a 50
% de floracion de la parcela. Se indica con una flecha verde el valor medio del parental DDR14 y con una flecha
naranja el correspondiente a Explorer. La linea negra indica el valor limite a partir del cual los individuos se
consideran transgresivos.
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Figura 8. Distribuciones de frecuencias de los caracteres evaluados durante el afio 2014 en la poblacion Fz.3. NV:
numero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, AV: ancho de la vaina (cm), LV: longitud de la
vaina (cm), DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g), SV: numero de semillas por vaina, AP: altura de
planta (cm), DF: dias a 50 % de floracion de la parcela. Se indica con una flecha verde el valor medio del parental
DDR14 y con una flecha naranja el correspondiente a Explorer y con una flecha amarilla el de la poblacién Fi. La
linea negra indica el valor limite a partir del cual las familias se consideran transgresivos.
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Figura 9. Distribuciones de frecuencias de los caracteres evaluados durante el afio 2015 en la poblacién Faz.3. NV:
numero de vainas por planta, NS: nimero de semillas por planta, AV: ancho de la vaina (cm), LV: longitud de la
vaina (cm), DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g), SV: nimero de semillas por vaina, AP: altura de
planta (cm), DF: dias a 50 % de floracion de la parcela. Se indica con una flecha verde el valor medio del parental
DDR14 y con una flecha naranja el correspondiente a Explorer y con una flecha amarilla el de la poblacion Fi. La

linea negra indica el valor limite a partir del cual las familias se consideran transgresivos.
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8.1.2.3 Influencia de las condiciones ambientales en el comportamiento de las familias F»:3

Para determinar la influencia de las condiciones ambientales sobre la manifestacion de los
diferentes caracteres, se compararon los valores promedios obtenidos para cada familia F2:3 en los
distintos afios evaluados (Tabla 29 de la seccion Anexos), observandose diferencias significativas
(p<0,05) en el comportamiento de algunas familias a través de los afios para todos los caracteres
evaluados. Como se observa en la Tabla 16, las mayores diferencias entre los afios se observaron
para los caracteres SV, NS, AP y NV. En general, la mayoria de las familias mostraron
comportamiento superior para todos los caracteres en el afio 2015. De acuerdo a los datos
tomados de la estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de la U.N.R., en dicho
afio se registraron menores temperaturas y mayores precipitaciones totales en el periodo entre la
siembra y cosecha del cultivo (Tabla 17) y menores temperaturas medias durante la etapa de
llenado de granos (Tabla 18). Ademas, en el 2014 se detectaron temperaturas que alcanzaron los

28 °C a partir de la ultima semana de octubre.

Variable DF AP NV NS LV AV SV DS PS

N° de familias con diferencias significativas | 10 21 16 2 7 13 28 14 6
% de familias superiores en 2014 30 9524 625 455 0 1538 357 0 16,67
% de familias superiores en 2015 70 4,76 93,75 95,45 100 84,62 96,43 100 83,33

Tabla 16. Resultados obtenidos al comparar los promedios obtenidos para cada familia F2.3 en los afios 2014 y
2015. DF: dias a 50 % de floracién de la parcela, AP: altura de planta (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS:
namero de semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), SV: nimero de semillas
por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g).

2014 2015
Temperatura promedio (°C) | 15,40+1,40 14,63+1,04
Precipitaciones (mm) 350,20 413,10

Tabla 17. Datos meteorolégicos de temperaturas promedio registradas durante el periodo comprendido entre Junio
y Noviembre para los afios 2014 y 2015 en la estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
UN.R.

2014 2015

Temperatura promedio (°C) | 18,63+0,58 16,21+0,47
Temperatura maxima (°C) 28,00 23,85
Temperatura minima (°C) 11,45 8,25

Tabla 18. Datos meteoroldgicos de temperaturas maxima, minima y promedio registradas durante el periodo
comprendido entre el 20 de septiembre y el 10 de Noviembre para los afios 2014 y 2015 tomados de la estacion
meteorologica de la Facultad de Ciencias Agrarias de la U.N.R.

8.1.3 Correlaciones fenotipicas y genéticas entre variables
Se realiz6 el andlisis de las correlaciones entre los caracteres en cada uno de los afios evaluados.

Para la mayoria de los caracteres las correlaciones genéticas resultaron ser mayores en magnitud
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y significancia que las fenotipicas. Analizando los valores de correlacion genética observados, se
observa que los mismos variaron entre los dos ambientes tanto en magnitud como en signo.
Durante el afio 2014 (Tabla 19), NV presento correlacion positiva significativa con NS (0,906) y
en menor medida con DS y PS (0,448 y 0,488, respectivamente); NS también se asocio
positivamente con DS y PS (0,427 y 0,412, respectivamente); por otro lado se encontrd
correlacion positiva entre LV y AV (0,492) y entre PS y DS (0,873). AP se correlaciond
negativamente con SV (-0,548). Por ultimo, DF mostrd correlacién negativa con LV y AV (-
0,428 y -0,699, respectivamente). Durante el afio 2015 (Tabla 20), NV también presento
correlacion positiva significativa con NS (0,956) y ambas variables correlacionaron con DS
(0,537 y 0,489); por otro lado, DF mostro correlacion negativa con AP, LV y PS (-0,447, -0,542
y -0,775 respectivamente). AP correlaciond negativamente con SV (-0,505) y positivamente con
PS (0,486). Por ultimo, PS mostrd correlacion positiva con LV y AV (0,563 y 0,667,

respectivamente) y negativa con SV (-0,431).

AP NV NS Y AV sV DS PS
o |CF[-0046 0024 0128  -0378* 05477 0230° 0204 0,105
CG |-0.038 01655  0,326%%* -0428%%* -0699*** 0323%%* 0269%* 0 165*
| CF 0316%** 0163  -0,109  -0,007  -0379%** 0168%* 0126
CG 0380%* 0144  -0171* -0127  -0548%%* 0235%% (0 318%**
v |CF 0,007*** 0002 0031  -0098  0255% 0211
CG 0,006%** 0025  -0042  -0129  0448%** (488***
s | CF 0039 0011 0209%* 0229% 0165
CG 0107 -0087  0206%%  0427%%% () 412%%
vl cF 0AT5*** -0072  -0.223%  -0,202*
CG 0,492%** -0087  -0.326%** -0,338%**
v | CF 0012 -0136  -0,169*
CG 0031 -0208%  -0.359%**
ov | CF 002 -0057
CG 0042 -0190
CF 0,729%**
DS e 0,873%**

Tabla 19. Correlaciones genéticas y fenotipicas observadas durante el afio 2014 entre las variables estudiadas. CF:
correlacion fenotipica, CG: correlacion genética. AP: altura de planta (cm), DF: dias a 50 % de floracién de la
parcela, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: nimero
de semillas por planta, SV: namero de semillas por vaina, DS: didmetro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g). *:
Diferencias significativas al 5 % de probabilidad, p<0,05, **: Diferencias significativas al 1 % de probabilidad,
p<0,01; ***: Diferencias significativas al 0,1 % de probabilidad, p<0,001.
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AP NV NS LV AV SV DS PS
DE CF|-0,346*** -0,16 -0,138  -0,300** -0,136 0,066 -0,15 -0,438
CG |-0,447*** -0,189* -0,146 -0,542*** -0,263*** 0,156 -0,252*** -0,775***
AP CF 0,03 -0,041 0,065 0,037 -0,283** 0,147 0,146
CG -0,03  -0,152 0,178* 0,167* -0,505*** 0,321*** 0,486***
NV CF 0,944*** -0,088 0,206* -0,285** 0,387*** 0,176*
CG 0,956*** -0,116 0,336*** -0,371*** 0,537*** 0,249**
NS CF -0,042 0,195* 0,024 0,345*** 0,096
CG -0,042 0,327*** -0,096 0,489*** 0,128
LV CF 0,402*** 0,165 0,037 0,282**
CG 0,308*** 0,363*** 0,082 0,563***
AV CF -0,062 0,206* 0,272**
CG -0,087 0,415*** 0,667***
sv CF -0,135 -0,233**
CG -0,238**  -0,431***
CF 0,198*
DS CG 0,357***

Tabla 20. Correlaciones genéticas y fenotipicas observadas durante el afio 2015 entre las variables estudiadas. CF:
correlacion fenotipica, CG: correlacion genética. AP: altura de planta (cm), DF: dias a 50 % de floracién de la
parcela, LV: longitud de la vaina (cm), AV: ancho de la vaina (cm), NV: nimero de vainas por planta, NS: nimero
de semillas por planta, SV: nimero de semillas por vaina, DS: diametro de semilla (cm), PS: peso de semilla (g). *:
Diferencias significativas al 5 % de probabilidad, p<0,05, **: Diferencias significativas al 1 % de probabilidad,
p<0,01; ***: Diferencias significativas al 0,1 % de probabilidad, p<0,001.

8.2 Evaluacion molecular

8.2.1 Extraccion del ADN

A partir de hojas jovenes de ambos progenitores y de los 110 individuos de la progenie (F2) se
realizé la extraccion del ADN siguiendo el protocolo de (Doyle y Doyle, 1990) y se cuantifico el
ADN obtenido por comparacion con ADN estandar (100 ng/ul) en geles de agarosa (1 %) (Figura
10). La poblacion de mapeo y los parentales fueron sometidos a analisis molecular mediante

marcadores SRAP (Figura 11), SSR (Figura 12) y SNP.

ADN estandar F,

L R

Figura 10. Gel de agarosa 1 %. Se observan extracciones de ADN gendmico de los individuos de la poblacién y el
ADN estandar utilizado para cuantificar la cantidad de ADN (100ng/ul).
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Figura 11. Fragmento de gel de poliacridamida al 6 %. Se observan los resultados del analisis SRAP con la
combinacién Me7-Em8 en la poblacion de mapeo. Se indican con flechas las bandas polimoérficas.

Figura 12. Fragmento de gel de poliacridamida al 6 %. Se observan los resultados del analisis con los
microsatélites AA205 Y AA278 en la poblacién de mapeo. Se indican con una flecha los alelos correspondientes a
los parentales.

8.2.2 Marcadores SRAP

Se evalud cada combinacion de cebadores SRAP para identificar bandas polimorficas entre los
parentales. Del total de 50 combinaciones probadas, 41 fueron utilizadas para los analisis
posteriores, ya que presentaron, al menos, una banda polimorfica entre ambos progenitores y
segregacion en la poblacion F».

Se analizaron un total de 948 marcadores/bandas en la generacion F, (PM estimado entre 110 y

1200 pb), de las cuales 491 (51,8 %) resultaron polimérficas (BP), con un promedio de 6,5 BP
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por combinacion de cebadores. La combinacién de cebadores que presentdé mayor polimorfismo
fue Me5-Em4, con la que se obtuvieron 51 bandas polimérficas (Tabla 21).

Combinacién EELES Ban,da_s Combinacién Bandas Barlda_s
totales | polimorficas totales | polimorficas
Mel-Em1l 0 0 Me6-Em6 7 3
Mel-Em2 30 9 Me6-Em7 15 6
Mel-Em3 31 12 Me6-Em8 27 8
Mel-Em4 26 22 Me6-Em9 16 8
Mel-Em5 22 15 Me6-Em10 0 0
Me2-Em1 45 32 Me7-Em6 18 10
Me2-Em2 28 8 Me7-Em7 14 6
Me2-Em3 26 8 Me7-Em8 26 12
Me2-Em4 25 13 Me7-Em9 19 14
Me2-Em5 23 17 Me7-Em10 0 0
Me3-Em1l 6 4 Me8-Em6 35 16
Me3-Em2 34 13 Me8-Em7 35 9
Me3-Em3 19 11 Me8-Em8 16 8
Me3-Em4 26 7 Me8-Em9 16 8
Me3-Em5 21 14 Me8-Em10 0 0
Me4-Em1l 0 0 Me9-Em6 22 4
Me4-Em?2 33 12 Me9-Em7 9 3
Me4-Em3 15 12 Me9-EmS8 13 2
Me4-Em4 27 10 Me9-Em9 0 0
Me4-Em5 10 4 Me9-Em10 0 0
Me5-Em1 0 0 Mel0-Em6 13 16
Me5-Em2 45 33 Mel0-Em7 15 6
Me5-Em3 14 4 Mel0-Em8 11 6
Me5-Em4 62 51 Mel0-Em9 9 4
Me5-Em5 33 24 Mel0-Em10 11 7

Tabla 21. Namero de bandas y bandas polimérficas generadas a partir de los marcadores SRAP. La combinacion
que present6 el mayor nimero de bandas polimérficas se encuentra resaltada con color violeta.

8.2.3 Marcadores SSR

Al evaluar los 49 SSR en ambos progenitores se obtuvieron productos amplificados sélo con 16
de ellos, de los cuales 12 resultaron polimdrficos y cuatro monomorficos. En aquellos casos en
los que no se observé amplificacion con el protocolo original, se modificaron distintos
parametros de la reaccion de PCR, como las concentraciones de ADN y CloMg. Cuando se
aumento la concentracion de CloMg a 2 mM se logro la amplificacion de 12 marcadores que no
mostraron polimorfismos en la poblacidn evaluada. Para los 21 marcadores restantes se aumentd
la concentracion de ADN a 30 ng y posteriormente la concentracion de Cl:Mg a 2,5 mM pero no
se logré la amplificacion (Tabla 22). Los marcadores polimorficos fueron evaluados en la
poblacion de mapeo.
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Nombre

AA160
AA200
AA205
AA278
AA355
AB23
AC58
AD147
AD56
AD59
AD61
D21
A9
AA135
AA163.2
AA18
AA189
AA335
AA399
AA491
AAS
AA92
AB25
AD146
AD148

Grupo de
ligamiento

NNWOITWWOIONNOOINOOIFRP,PRRONPEFP,OCITOTWWNO N

Resultado

Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Polimérfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica

Nombre

AD159
AD171
ADS51
AA233
AA285
AA37
AA460
AAATS
AA504
AB 133
AB149
AB28
AB36
ACT74
AC75
AD174
AD186
AD237
AD70
AA103
AA121
AA153
AB53
AC76a

Grupo de
ligamiento
56,7

OWNRFRPRORPNRPRWOWRPRONRPNNNOOOER AN O
[ep}

Resultado

Monomorfica
Monomorfica
Monomorfica
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico

Tabla 22. Resultados obtenidos en la poblacién en estudio con los microsatélites evaluados.

8.2.4 Marcadores SNP identificados por la técnica GBS

Se aplico la técnica GBS sobre 94 individuos de la poblacion F2 y los progenitores para detectar

marcadores SNP. Como producto de la secuenciacion de las muestras se obtuvieron las librerias

génicas correspondientes a los individuos de la poblacion F» de entre 137.260 y 28.959.820
lecturas, con 33.781.664 lecturas para DDR14 y 36.296.798 para Explorer. La calidad de las

lecturas se midio a través del parametro %Q>30 que indica el porcentaje de lecturas para las

cuales el error es menor al 99,9 %, el cual fue mayor al 80 % en todas las muestras. El % de GC

vario entre 40 y 47 %. Luego de asignar a los individuos de acuerdo a los codigos de barra

especificos, los mismos fueron removidos y las secuencias fueron procesadas para eliminar

errores y duplicaciones. Un 84,19 % de todas las muestras pudieron ser alineadas contra el

borrador del genoma de arveja. Utilizando las herramientas del paquete Samtools se realizo la
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identificacion de los SNPs en los parentales y la poblacién de mapeo, generandose 2.994
marcadores, que presentaron en total un 69,6 % de datos perdidos.

8.2.5 Registro de marcadores moleculares y analisis de segregacion

Se procedid a evaluar los datos de los marcadores SSR, SRAP y SNP polimorficos en los 94
individuos de la poblacion que fueron evaluados con la técnica GBS. Se eliminaron los
marcadores que presentaron mas de 47 (50 %) datos perdidos asi como también los individuos sin
datos para mas de 436 (50 %) marcadores, quedando un total de 872 marcadores (10 SSR, 491
SRAP, 371 SNP) y 87 individuos en la poblacion de mapeo que permitieron avanzar en el
analisis.

Estos 872 marcadores polimorficos fueron sometidos a una prueba de y? a fin de determinar si
presentaban segregacion de tipo mendeliana (Tabla 30 de la seccion Anexos). Fueron
considerados como marcadores con segregacion mendeliana aquellos que presentaron un x> <
Y2a=0.05 Y, marcadores con una ligera desviacion, aquellos que presentaron valores de y%u-0.0s < x> <
v2u=0.01, aquellos marcadores que presentaron valores de ¥? > y%w=0.01 fueron considerados como
distorsionados.

De esta manera se determin6 que los diez marcadores SSR presentaron segregacion mendeliana o
ligeramente distorsionada, mientras que 261 marcadores SRAP presentaron segregacion
mendeliana o con una ligera desviacion (53,15 %) y 230 (46,85 %) segregacion distorsionada.

Todos los marcadores SNP presentaron segregacion distorsionada.

8.2.6 Construccion del mapa de ligamiento

Inicialmente los 271 marcadores no distorsionados o ligeramente distorsionados se utilizaron para
construir los grupos de ligamiento (GL). Como primer paso se establecieron nueve grupos de
ligamiento que agruparon 108 marcadores. Los marcadores restantes formaron tripletes (15),
dobletes (34) o no presentaron ligamiento con ningan otro marcador (114). El paso siguiente fue
determinar el orden dentro de cada grupo de ligamiento, para lo cual cada marcador debe estar
ligado a otros dos marcadores dentro del grupo. Dado que esto no sucede en todos los casos, se
construy6 un mapa de ligamiento inicial con 84 marcadores y no se pudo establecer el orden para

ninguno de los tripletes. Luego, se realizd una segunda ronda de mapeo considerando a los
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marcadores distorsionados sélo si su presencia no alteraba el orden establecido de los marcadores
considerados inicialmente. De esta manera se agregaron 35 marcadores distorsionados en los
grupos de ligamiento previamente establecidos. Ademas se incorporaron 15 marcadores con
segregacion mendeliana que estaban incluidos dentro de los grupos pero que no habian sido
mapeados inicialmente. Por Gltimo, los grupos de ligamiento fueron asignados en funcion a los
SSR presentes en los mismos, debido a que dichos SSR fueron utilizados en el mapa consenso
desarrollado por Loridon et al. (2005). Tres grupos de ligamiento no incluyeron marcadores SSR,
por lo tanto, no fueron relacionados con grupos de ligamiento del mapa consenso y fueron
nombrados como NA (No Alineado).

El mapa final incluy6 134 marcadores distribuidos en 9 GLs, cubriendo una distancia total de
655,495 cM (Figura 13). ElI GL de mayor tamafio fue el GL 1, con 114,806 cM mapeados y 26
marcadores incluidos; mientras que el GL de menor tamafio fue el GL 7, con 49,117 cM
mapeados y 14 marcadores. En promedio se incluyeron 14,88 marcadores por grupo de
ligamiento, con una distancia promedio entre marcadores que oscild entre 3,508 para el GL 7 y
8,740 para el GL NA2. En la Tabla 23 se muestra el nimero de marcadores incluidos en cada GL,
su tamafio en cM y la distancia maxima, minima y promedio entre marcadores. El 56,3 % de los
marcadores se encuentran separados por distancias menores a 5 cM, el 94,9 % por menos de 10
cM vy el 97,5 % por menos de 15 cM.

Distancia  Distancia  Distancia

Numerode Marcadores Tamafio maxima minima PEEL
GL . . entre entre entre

marcadores distorsionados  (cM)

marcadores marcadores marcadores
(cM) (cM) (cM)
1 26 10 114,806 14,580 0,221 4,416
2 14 1 71,550 10,462 0,296 5111
3 9 2 52,859 14,087 0,085 5,873
4 12 6 60,152 15,272 0,034 5,013
5 12 1 49,802 13,558 0,048 4,150
7 14 0 49,117 7,915 0,853 3,508
NA1 24 7 108,635 20,964 0,362 4,526
NA2 9 2 78,661 32,107 2,873 8,740
NA3 14 6 69,913 20,223 0,638 4,994

Tabla 23. Caracteristicas de los grupos de ligamiento generados en Pisum sativum L. utilizando marcadores SRAP,
SNP y SSR.
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Figura 13. Mapa genético de Pisum sativum. El nombre de los marcadores se muestra a la derecha de cada grupo
de ligamiento y las distancias en cM a la izquierda. Se indican con un asterisco los marcadores que presentaron
segregacion distorsionada (0,07 <, p <0,001). Los grupos de ligamiento fueron asignados en funcién a los
marcadores SSR presentes en los mismos indicados con un recuadro rosa. NA corresponde a los grupos de
ligamiento que no fueron alineados con el mapa de referencia.
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8.3 Deteccion de QTLs

Mediante el uso combinado del mapa genético generado para la poblacién de mapeo y los datos
fenotipicos obtenidos para la poblacion F, y para las familias F2:3 en los dos ambientes, se realizd
el analisis de QTL, utilizando la metodologia de mapeo por intervalos compuestos (CIM). Se
comprobd la distribucion normal de los caracteres (W<0,85) considerando los 87 individuos y
familias correspondientes. Para determinar los cofactores a utilizar en el modelo se realizd, en
primer lugar, el andlisis por prueba simple de marcador para todos los caracteres y el analisis por
intervalo simple. Ademas, se tuvo en cuenta el resultado del andlisis de regresion que realiza el
programa para determinar un ranking de cofactores. En la Tabla 31 (Seccion Anexos) se
muestran los marcadores seleccionados como cofactores para los caracteres en los cuales se
detectaron QTLs.

Al realizar el analisis CIM se detectaron 49 QTLs en las distintas poblaciones y ambientes
estudiados: nueve QTLs relacionados a AP, ocho QTLs asociados a NV, seis QTLs para AV, PS
y NS, cinco QTLs para DF, cuatro QTLs para DS, tres QTLs para SV y dos QTLs para LV. En la
Figura 14 se grafican en el mapa de ligamiento los QTLs encontrados y en las Figuras 15, 16 y 17
de la seccion Anexos se muestran las curvas de LOD observadas en cada caso.

En la poblacion F» se identificaron 20 QTLs para los caracteres AP, DF, NV, NS, SV, AV y PS,
que explicaron entre 12,6 y 24,3 % de la variabilidad fenotipica observada. En la Tabla 24 se
muestran los datos correspondientes a cada uno de estos QTLs. Un efecto aditivo con signo
positivo indica que la presencia del alelo proveniente del progenitor Explorer provoca un
incremento en el valor del cardcter en la magnitud correspondiente, mientras que un efecto con
signo negativo significa un aumento del valor generado por la presencia del alelo proveniente del
progenitor DDR14. Por ejemplo, para el caso de dfl el alelo del parental DDR14 estaria
aumentando el valor del caracter. En las familias F2:3 se identificaron 14 QTLs para AP, DF, NV,
SV, DS, AV y PS en el afio 2014. Dichos QTLs explicaron entre 12,6 y 27,0 % de la variabilidad
encontrada y se distribuyeron en ocho grupos de ligamiento (Tabla 25). En el afio 2015 se
encontraron QTLs para todos los caracteres evaluados con excepcion de SV, que explicaron entre
el 12,6 y el 28,4 % de la variabilidad (Tabla 26).
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QTL | GL | Posicion (cM) | Marcador mas cercano | Distancia al marcador (cM) | LOD | Efecto aditivo | R>%
dfl | 1 59,01 Me8-Em7.666 0,220 2,741 -3,799 13,5
daf2z | 1 66,01 Me7-Em6.682 1,105 3,056 -4,275 14,9
df3 | NAl 79,01 SNP_34 110493* 0,760 2,790 -1,481 13,7
apl | 2 46,01 Me8-Em7.674 0,936 3,808 -8,102 18,3
nvli | 1 58,01 Me8-Em7.666 0,780 2,745 1,955 13,5
nv2 | NAL 32,01 Me5-Em2.624* 2,193 3,095 13,711 15,1
nv3 | NA2 27,01 Me6-Em7.570 5,097 2,867 11,012 14,1
nvd | NA2 41,01 Mel0-Em8.175 0,120 2,985 9,403 14,6
nsl | 1 99,01 Me8-Em?7.860 1,216 3,698 -43,889 17,8
ns2 | NAl 9,01 Me5-Em2.900 7,649 5,262 42,428 24,3
ns3 | NAl 30,01 Me5-Em2.624* 0,193 4,177 44,332 19,8
ns4 | NA2 41,01 Mel0-Em8.175 0,120 2,876 25,400 14,1
ns5 | NA2 54,01 Me2-Em5.360 1,452 3,070 25,764 15,0
avl | 1 74,01 Me4-Em2.593* 4,275 2,835 -0,057 13,9
av2 | NAL 71,01 Me5-Em2.750 0,094 2,738 -0,065 13,5
svl | 1 70,19 Me4-Em2.593* 0,455 2,550 0,109 12,6
sv2 | 1 76,49 Mel-Em3.600* 1,833 2,752 0,149 13,6
psl | 1 76,01 Mel-Em3.600* 2,313 2,535 0,001 12,6
ps2 | 3 11,01 AA278 4,480 3,208 0,003 15,6
ps3 | 4 45,01 SNP_5267_58385* 3,854 2,874 0,012 14,1

Tabla 24. Informacién de los QTLs detectados en la poblacién F, evaluada en el afio 2013 a través del analisis CIM.
Se indican con asteriscos los marcadores que presentaron segregacion distorsionada (0,01 <, p <0,001). df: QTLs
para dias a 50 % de floracién de la parcela, ap: QTLs para altura de planta, nv: QTLs para nimero de vainas por
planta, ns: QTLs para nimero de semillas por planta, av: QTLs para ancho de la vaina, sv: QTLs para nimero de
semillas por vaina, ps: QTLs para peso de semilla. En color violeta se resaltan los QTLs que resultaron consistentes
en otras generaciones.

QTL | GL | Posicion (cM) | Marcador mas cercano | Distancia al marcador (cM) | LOD | Efecto aditivo | R? %
df4 | NA2 41,01 Mel0-Em8.175 0,120 2,643 1,237 13,1
ap2 | 3 10,01 AA278 5,480 5,933 6,463 27,0
ap3 | 7 22,01 Me5-Emb5.595 0,228 5,289 -5,700 24,4
apd | 7 30,01 AD56 2,755 3,736 -5,023 17,9
ap5 | NAl 3,01 Me5-Em4.687* 3,010 2,875 5,802 14,1
ap6 | NA2 21,01 Me6-Em7.570 11,097 3,745 3,322 18,0
ap7 | NA3 0,01 SNP_7822_36542* 0,010 3,166 3,118 15,4
ap8 | NA3 44,01 Me7-Em8.620* 0,506 2,740 2,345 13,5
ns| 1 94,01 SNP_1828 527761* 1,686 2,637 8,814 13,0
nvé | 5 30,01 AC58 0,685 3,019 -10,574 14,8
av3d | 7 38,01 Mel10-Em7.270 0,095 2,914 -0,044 14,3
sv3 | 3 16,46 AA278 0,970 2,538 -0,252 12,6
dsl | 7 42,01 Me3-Em3.665 2,964 3,155 -0,015 15,4
psd | 4 28,01 Me2-Em4.697 0,087 2,753 -0,007 13,6

Tabla 25. Informacién de los QTLs detectados en la poblacién F,.3 evaluada en el afio 2014 a través del anélisis
CIM. Se indican con asteriscos los marcadores que presentaron segregacion distorsionada (0,01 <, p <0,001). df:
QTLs para dias a 50 % de floracién de la parcela, ap: QTLs para altura de planta, nv: QTLs para nimero de vainas
por planta, av: QTLs para ancho de la vaina, sv: QTLs para nimero de semillas por vaina, ds: QTLs para didmetro
de semilla, ps: QTLs para peso de semilla. En color violeta se realtan los QTLs que resultaron consistentes en otras
generaciones o ambientes.
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QTL | GL |Posicion (cM) | Marcador mas cercano | Distancia al marcador (cM) | LOD | Efecto aditivo | R?%
afs | 2 0,01 Mel10-Em6.265 0,010 2,820 2,027 13,9
ap9 | 3 11,01 AA278 4,480 6,309 7,455 28,4
nv7 | 1 82,01 Me8-Em7.608 1,729 3,014 15,856 14,7
nv8 | NA3 20,01 Mel0-Em10.780 0,738 2,541 -8,073 12,6
nsé | 1 82,01 Me8-Em7.608 1,729 3,917 62,650 18,7
vl | 2 58,01 Me4-Emb5.660 3,202 3,405 0,120 16,5
2 | 7 4,01 Me7-Em9.350 3,905 2,988 -0,031 14,6
avd | 1 75,01 Mel-Em3.600* 3,313 3,485 -0,022 16,8
avh | NA2 42,01 Mel0-Em8.175 0,880 3,105 -0,036 15,2
avé | NA2 48,01 Me8-Em7.693 4,007 2,905 -0,032 14,3
ds2 | 5 0,01 Me6-Em9.440* 0,010 2,582 0,018 12,8
ds3 | NA1 7,01 Me5-Em4.687* 7,010 3,940 -0,037 18,8
ds4 | NA1 19,01 Me5-Em2.755* 1,921 3,913 -0,036 18,7
ps5 | 2 0,01 Mel10-Em6.265 0,010 2,545 -0,017 12,6
psé | 7 39,01 Me3-Em3.665 0,036 3,065 -0,012 15,0

Tabla 26. Informacién de los QTLs detectados en la poblacién F,.3 evaluada en el afio 2015 a través del analisis
CIM. Se indican con asteriscos los marcadores que presentaron segregacion distorsionada (0,01 <, p <0,001). df:
QTLs para dias a 50 % de floracién de la parcela, ap: QTLs para altura de planta, nv: QTLs para nimero de vainas
por planta, ns: QTLs para nimero de semillas por planta, Iv: QTLs para longitud de vaina, av: QTLs para ancho de
la vaina, ds: QTLs para diametro de semilla; ps: QTLs para peso de semilla. En color violeta se resaltan los QTLs
que resultaron consistentes en otras generaciones o ambientes.

Para muchos de los caracteres se detecté mas de un QTL en el mismo ambiente, por lo tanto se
determind la variancia total explicada por los mismos a partir de los marcadores moleculares mas
cercanos para cada QTL (Tabla 27). En todos los casos los R? totales resultaron menores que la

suma de los valores de R? individuales.

Poblacion

Caracter R? total (%)
evaluada
DF F.(2013) 21,615
AP F23(2014) 50,948
NV F,(2013) 26,84

NV F.s(2014) 19,06
NV F25(2015) 15,777

NS F2(2013) 39,968
LV F2:3(2015) 29,41
AV F2(2013) 22,105
AV F2:3(2015) 20,117
SV F2(2013) 14,055
DS F2:3(2015) 20,89
PS F2(2013) 2451
PS F23(2015) 15,794

Tabla 27. Variancia total explicada por el total de QTLs detectados para los caracteres DF (dias a 50 % de
floracion de la parcela) en la poblacion F» (2013), AP (altura de planta) en la poblacion F2.3 (2014), NV (nimero de
vainas por planta) en las tres poblaciones estudiadas, NS (nimero de semillas por planta) en la poblacién F; (2013),
LV (longitud de la vaina) en la poblacién F.3 (2015), SV (nimero de semillas por vaina) en la poblacion F, (2013),
DS (diametro de semilla) en la poblacion F2.3 (2015), PS (peso de semilla) en las poblaciones F; (2013) y F2:3
(2015).

-75 -



Resultados

1
0,0 Me4-Em3.310*
108 Me1-Em5.290
124 D21
243 Me6-Em6.680
245 Me7-Em8.240
303 Me4-Em4.683
323 Me1-Em3.300
376 AD147
411 Me1-Em3.280*
449 SNP_1315_458253"
454 SNP_4722_208292"
47,9 Me5-Em5.380*
48,5 Me3-Em2.775% I =3
50,9 SNP_4722_208605* | =
58,8 Me8-Em7.666
62,6 Med-Em4 570
64,9 Me7-Em6.682
67,8 Me6-Em9.675
69,7 Med-Em2 593"
78,3 Me1-Em3.600*
794 Me7-Em9.545
83,7 Me8-Em?7.608
86,8 Me10-Em8.530
92,3 SNP_1828_527761*
100,2 Me8-Em7.860
1148 Me3-Em2.750
3
0.0 SNP_115_43442"
0,1 - SNP_115_43772"
1.4 AA355
o
IR: o 12
15,5 —fH4— AA278 2 1°].,
&
281 Me8-EmS.1000
304 Me7-Em8.340
335 Me3-Em4 625
45,4 Me1-Em2.385
529 Me8-Emé6.255

Me10-Em6.265 o
Ig Iz

LA

LAB 7P LAU
=
LAS

pAe

=
sd

3
s

gsu
JAU

GAU

Lsu

SNP_2037_45879* SNP_2037_45872*
7.655

SNP_5267_58385* SNP_5267_58282"

gsd

SNP_9246_15399" SNP_9246_15414"

7

00 Me2-Ems.540

7.9 Me7-Em9.350 %
14,0 Me10-Em6.395
17.4 Me7-Em9.450
18,3 Me10-Em9.520
22 MeS-Em5.505 pe
239 Me3-Em3.830 &
273 ADS6 '
339 Me8-Ems8.505
381 Me10-Em7.270 go
39,0 wesEm3ees U5 o I3
454 Me9-Em8.460 Iz 15
474 Med-Em4.760
491 AA160

NA2

SNP_8053_55723* SNP_8053_55646*

32,1 —{§— MeB-Em7.570

Me10-Em8.175
Me8-Em7.693

Me2-Em5.360

Me-2Em2.300

— Me3-Em5.660
SNP_3781_81103"

ode

SNP_7822_36542* SNP_7822_36178"

Me5-Emd.687*
o I E
Me5-Em2.900 ) LY
Me5-Em2.755*
Me5-Em2.460° 12
Me5-Em2.624* £
Me5-Em2.630* 3
Me5-Em2.525 I 2 IS
Me5-Em2.490* i
Me5-Em2.621
Me5-Em2.820
Me5-Em2 685
SNP_6111_80601*
SNP_996_662787*
Me1-Emd4.160
SNP_6111_80202*
SNP_6111_80184*
Me5-Em2.735
Me5-Ems5.205 l 2
Me5-Em2.750 o Ig
SNP_34_110493*
Me5-Em2.745
Me1-Emd.545
Me5-Emd.675
Me5-Em2.730*
NA3
00 SNP7822°36491"
25 SNP_7822_36139*
193 Me8-Em6.238
207 Me10-Em10.780
2 27,3 {8 Me-2Em2 625
323 Me10-Em7.340
@ 33,0 SNP_720_816528*
I.f,. I% I% 349 Me6Em9 673
380 Me8-Em6.688"
Ig 445 Me7-Em8 620°
u 497 Me6-EmS 840
B 5
&
69,9 SNP_303_869881*

0=

8AU

gde

Figura 14. Posicion de los QTLs asociados a los caracteres de interés en arveja detectados en la poblacion derivada del cruzamiento de Explorer y
DDR14 por el método CIM utilizando el mapa genético de Pisum Sativum generado a partir de los marcadores SSR, SRAP y SNP. Se indica con un
asterisco los marcadores que presentaron segregacion distorsionada (0,01 <, p <0,001). Se muestran los QTLs detectados en la poblacion F, con color

rosa, los detectados en la poblacion F».; evaluada en el 2014 con color verde y los de la poblacion F.3 evaluada en el 2015 con color violeta.

-76 -



Resultados

Al comparar las asociaciones encontradas en la poblacion F2 y en las familias F2:3 se observé la
superposicién de intervalos de confianza para tres caracteres: NV, AP y SV. Los QTLs ademas
de ubicarse en la misma region tienen efectos aditivos del mismo signo, por lo cual se puede
suponer que se trata del mismo QTL. Los QTLs ap2 y ap9, detectados en la poblacion F2:3 en los
dos ambientes evaluados, se encuentran en el GL 3 (10 cM en el 2014, 11 cM en el 2015) y
explican cerca del 28 % de la variancia fenotipica observada. EI marcador mas cercano en ambos
casos es el microsatélite AA278 (5,5 cM en el 2014, 4,5 cM en el 2015). La presencia del alelo
del padre Explorer explicaria el aumento en los valores del caracter. Por otro lado, los QTL avl y
av4, ubicados en el GL 1 (74 cM en la poblacion F2 evaluada en el afio 2013 y 75 cM en la F2:3
evaluada en el 2015) explican alrededor del 15 % de la variancia. En este caso los marcadores
mas cercanos detectados fueron Me4-Em2.593 (F2, 2013) a 4,3 cM y Mel-Em3.600 (F2:3, 2015) a
3,3 ctM y es DDR14 el que aportaria el alelo que aumenta el caracter. Los QTLs nv5 y nv7
detectados en la poblacion F2:3 en los dos ambientes evaluados se ubican en el GL 1 pero sus
regiones no estan tan solapadas como en los casos anteriores (94 cM en el 2014, 84 cM en el
2015). Los QTLs explican cerca del 14 % de la variancia fenotipica observada. Los marcadores
mas cercanos son SNP_1828 527761 (1,686 cM en el 2014) y Me8-Em7.608 (1,729 cM en el
2015) y Explorer aporta el alelo que aumenta el caracter.

Muchos QTLs se concentraron en determinadas regiones del genoma, pudiendo tratarse del
mismo QTL involucrado en el control de los distintos caracteres. De los QTLs detectados en la
poblacion F. podrian estar relacionados dfl y nvl (GL 1), avl, psly sv2 (GL 1), nv2 y ns3 (GL
NAL), av2 y df3 (GL NA1) y ns5 y nv4 (GL NA2). En la poblacion F23 evaluada en el 2014 se
superpusieron los intervalos de ap2 y sv3 (GL 3) y av3 y ds1 (GL 7), mientras que en el 2015
podrian estar relacionados ns6 y nv7 (GL1) y ps5 y df5 (GL 2). Si consideramos los QTLs
detectados en las distintas generaciones y ambientes en conjunto se pueden observar regiones
donde se superponen los intervalos de confianza de multiples QTLs asociados a distintos
caracteresenel GL 1, GL 3, GL 7, GL NAl y GL NA2.

De acuerdo a los QTLs encontrados ambos padres estan aportando alelos que aumentan los
valores de todos los caracteres, excepto para el caso de AV donde s6lo DDR14 aporta alelos que

aumentan el valor del caracter.

-77 -



Resultados

8.3.1 Deteccion de QTLs con marcadores no ligados

Se evaluaron los marcadores con segregacion mendeliana que no pudieron ser incorporados a
ningan grupo de ligamiento a través de una regresion linear simple, declardndose QTLs a las
asociaciones con un p<0,05. De esta manera se validaron 37 nuevos QTLS: uno para AP, tres para
DF, tres para DS, seis para LV, diez para AV, tres para NS, cuatro para NV vy siete para PS (0,43-
23,4 %). Nuevamente se observa la presencia de regiones comunes que controlan la herencia de
los caracteres dado que los marcadores Mel0-Em7.510, Mel10-Em8.150, Mel-Em3.710, Me2-
Em5.205, Me3-Em3.650, Me3-Em3.685, Me7-Em7.570, Me7-Em8.265 y Me8-Em7.641

presentaron asociaciones con mas de un caracter.

QTL Poblacion Marcador p R? (%)
df6 F2:3(2014) Mel0-Em8.150 0,031 4,59
dfe F23(2015) Me10-Em8.150 0,003 12,30
df7 F2:3(2015) Me2-Em5.205 0,031 10,28
df7 F2(2013) Me2-Em5.205 0,049 4,16
df8 F23(2015) Me4-Em4.865 0,010 6,78
df8 F2(2013) Me4-Em4.865 0,047 6,94

ap10 Fa3(2014) Me10-Em10.805 0,003 8,20

ap10 F2:3(2015) Mel0-Em10.805 0,022 3,42
nv9 F2:3(2015) Me2-Em5.205 0,000 23,41
nv9 F, (2013) Me2-Em5.205 0,046 7,99

nv10 F2:3(2015) Me3-Em3.650 0,027 4,61

nv10 F, (2013) Me3-Em3.650 0,026 4,46

nvll F23(2014) Meb5-Em2.700 0,020 4,84

nvil F23(2015) Me5-Em2.700 0,017 5,91

nv12 F23(2014) Me5-Em4.698 0,046 371

nv12 F,(2013) Me5-Em4.698 0,020 6,50
ns7 F2:3(2014) Mel-Em3.710 0,048 2,15
ns7 F23(2015) Mel-Em3.710 0,033 3,68
ns8 F2:3(2015) Me2-Em5.205 0,000 17,38
ns8 F, (2013) Me2-Em5.205 0,040 9,10
ns9 F2:3(2015) Me3-Em3.650 0,020 5,22
ns9 F, (2013) Me3-Em3.650 0,014 5,93
Iv3 F2:3(2014) Me6-Em7.410 0,036 7,05
Iv3 F, (2013) Me6-Em7.410 0,003 7,69
Iv4 F23(2015) Me7-Em8.265 0,008 8,86
Iv4 F2(2013) Me7-Em8.265 0,047 4,63
Iv5 F2:3(2014) Me10-Em7.510 0,015 1,39
Iv5 F23(2015) Me10-Em7.510 0,020 1,18
Iv6 F23(2015) Me2-Em5.203 0,001 10,90
Iv6 F2(2013) Me2-Em5.203 0,020 6,71
Iv7 F2:3(2015) Me2-Em5.205 0,002 12,31
Iv7 F, (2013) Me2-Em5.205 0,038 4,77
Iv8 F2:3(2014) Me4-Em3.470 0,024 1,33
Iv8 F2:3(2015) Me4-Em3.470 0,039 6,99
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Iv8
av7
av7
av’
av8
av8
av9
av9
av9
av10
av10
avll
avll
avll
avl2
avl2
avl3
avl3
avl4d
avl4d
avls
avls
avle
avle
ds5
ds5
ds6
ds6
ds7
ds7
ps7
ps7
ps8
ps8
ps8
ps9
ps9
ps10
ps10
psli
psli
psl12
psl12
ps13
ps13

F, (2013)
F23 (2014)
F2:3 (2015)
F,(2013)
Fa.3 (2014)
Fa.3 (2015)
F, (2013)
Fa.3 (2014)
Fa.3 (2015)
Fa3 (2014)
F2:3 (2015)
Fa2 (2014)
F2:3 (2015)
F, (2013)
Fa.3 (2014)
Fa.3 (2015)
Fas (2014)
Fa.3 (2015)
Fas (2014)
Fa.3 (2015)
Fa3 (2014)
F2: (2015)
F,(2013)
F2:3 (2015)
F23 (2014)
F,(2013)
Fa.3 (2015)
F, (2013)
Fa.3 (2015)
F, (2013)
Fas (2014)
F2: (2015)
F23 (2014)
F2: (2015)
F,(2013)
F2:3 (2015)
F, (2013)
Fa3 (2014)
Fa.3 (2015)
Fa.s (2014)
Fa.3 (2015)
Fa.s (2014)
Fa.3 (2015)
F2: (2015)
F,(2013)

Me4-Em3.470
Me7-Em7.630
Me7-Em7.630
Me7-Em7.630
Me7-Em7.570
Me7-Em7.570
Me7-Em7.570
Me7-Em8.265
Me7-Em8.265
Mel0-Em7.510
Mel0-Em7.510
Mel-Em2.270
Mel-Em2.270
Mel-Em2.270
Mel-Em5.300
Mel-Em5.300
Me3-Em2.820
Me3-Em2.820
Me3-Em3.650
Me3-Em3.650
Me3-Em3.875
Me3-Em3.875
Me3-Em3.685
Me3-Em3.685
Me8-Em7.641
Me8-Em7.641
Mel-Em3.710
Mel-Em3.710
Me3-Em3.685
Me3-Em3.685
Me7-Em7.570
Me7-Em7.570
Me7-Em8.265
Me7-Em8.265
Me7-Em8.265
Me8-Em7.641
Me8-Em7.641
Mel0-Em8.150
Mel0-Em8.150
Me2-Em5.205
Me2-Em5.205
Me3-Em2.825
Me3-Em2.825
Me3-Em3.685
Me3-Em3.685

0,010
0,035
0,035
0,003
0,029
0,029
0,005
0,027
0,027
0,002
0,002
0,049
0,049
0,049
0,020
0,020
0,048
0,048
0,013
0,013
0,041
0,041
0,025
0,046
0,000
0,016
0,041
0,011
0,049
0,035
0,024
0,043
0,008
0,003
0,040
0,004
0,015
0,021
0,004
0,007
0,005
0,024
0,028
0,005
0,027

4,14
5,74
5,74
6,08
4,85
4,85
5,65
7,56
7,56
3,86
3,86
5,18
5,18
5,71
4,94
4,94
6,44
6,44
5,85
5,85
2,01
2,01
7,25
5,00
15,31
7,27
3,25
8,82
6,33
5,99
5,35
4,04
9,59
10,27
3,90
12,95
6,91
13,48
12,42
13,24
10,38
0,43
2,10
10,62
6,41

Tabla 28. Informacion de QTLs detectados por analisis de marcador simple (p<0,05). df: QTLs para dias a 50 % de
floracién de la parcela, ap: QTLs para altura de planta, nv: QTLs para nimero de vainas por planta, ns: QTLs para
namero de semillas por planta, Iv: QTLs para longitud de vaina, av: QTLs para ancho de la vaina, ds: QTLs para
diametro de semilla, ps: QTLs para peso de semilla.
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9. DISCUSION

El presente trabajo de tesis se enmarca en el programa de Mejoramiento de Legumbres de la
Céatedra de Mejoramiento Vegetal de La Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario, y con él se pretende ampliar el conocimiento del control genético de varios
caracteres de interés agrondmico para la mejora de la arveja en las condiciones de cultivo de la
provincia de Santa Fe.

La arveja ocupa un area de cultivo considerable a nivel mundial (6,9 millones de hectareas (FAO,
2014)) y constituye un componente importante de la dieta humana, debido a su alto contenido
proteico. Esta leguminosa de grano tiene la capacidad de fijar nitrogeno, lo que reduce el uso de
fertilizantes en la agricultura. A pesar de sus beneficios, la produccion mundial de arveja ha
aumentado marginalmente en los dltimos 50 afios al compararla con otros cultivos. Entre 1961 y
2012, los avances de la Revolucion Verde llevaron a aumentos masivos en el rendimiento y
produccién de muchos alimentos béasicos gracias a la industrializacion de la agricultura. Durante
este periodo, maiz, trigo, arroz y soja vieron aumentos de la produccion acumulada de entre el
200 y 800 %, mientras que las legumbres sélo crecieron el 59 % (FAO, 2015). En cambio, la
demanda de legumbres ha ido aumentando en el tiempo. En muchos paises, la poblacion esta
creciendo a un ritmo que supera al de la produccion agricola. Es el caso de paises como China e
India, los cuales se ven obligados a importar este tipo de alimentos. En Sudamérica el principal
productor y exportador de arvejas es Argentina; mientras que Colombia, Peru y Brasil, si bien son
destacados productores, deben a recurrir a la importacion con el propésito de abastecer sus
propios mercados. Las variedades normalmente utilizadas en nuestro pais, Viper y Facén, han
sido desarrolladas en Holanda y Estados Unidos, respectivamente, en condiciones ambientales
diferentes a la zona de produccion. Esto trae aparejado inconvenientes asociados a la calidad del
producto 0 a su baja rentabilidad, ya sea por su baja producciéon o por la incidencia de
enfermedades, que interfieren en la obtencidn de una mayor produccion, por lo que se genera la
necesidad de desarrollar nuevas variedades con mayor rendimiento, mejores caracteristicas
nutricionales y adaptacion local.

Los programas de mejoramiento se basan principalmente en explotar el germoplasma a través de

seleccion o hibridaciones seguidas de seleccion, por lo tanto el conocimiento de la variabilidad
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genética es esencial para la eleccion de las lineas parentales que se van a utilizar en los
cruzamientos. La inclusién de métodos de seleccion asistida por marcadores moleculares en los
programas de mejoramiento, combinados con los métodos convencionales de seleccion, puede
incrementar la eficiencia del programa, reduciendo costos y tiempo. Ademéas, mediante la
utilizacion de marcadores moleculares es posible acelerar la transferencia de genes deseables
entre distintas variedades, asi como también la introgresion de nuevos genes a partir de especies
silvestres relacionadas (Toure et al., 1999), constituyendose en un factor clave para incrementar
la competitividad del programa. Asimismo, la posibilidad de construir mapas de ligamiento
genético es una de las contribuciones de mayor impacto de las técnicas de marcadores
moleculares ya que permite la seleccion indirecta de genotipos deseables, comunmente
denominada MAS (Marker Assisted Selection), ademas de la identificacion de QTLs responsables
de caracteres de importancia agrondémica.

El programa de mejoramiento genético de arveja de la Facultad de Ciencias Agrarias comenzé
con la evaluacion de 23 accesiones, durante los afios 2008 y 2009 (Espésito et al., 2014). Dicho
estudio determind que las variedades DDR14 y Explorer presentan caracteristicas de interés
agronémico pero, ademas, resultan divergentes tanto a nivel morfolégico como molecular, lo que
incrementa las probabilidades de lograr nuevas combinaciones génicas favorables a partir del
cruzamiento entre ambas. Las plantas pertenecientes a la variedad DDR14 son foliosas, con
estipulas alargadas, vainas de tamafio grande y granos de calibre grande, color amarillo y
tegumento crema; mientras que Explorer presenta plantas semiafilas, con estipulas redondeadas,
vainas mas cortas y granos de calibre medio, color verde y tegumento incoloro. Durante los afios
2011, 2012 y 2013, Almirén (2015) evalu6 la diversidad genética disponible en la coleccién
activa del género Pisum utilizada en el programa de mejoramiento antes mencionado. A partir de
la evaluacion de 26 descriptores morfologicos, fenolodgicos y agrondmicos en 126 accesiones,
dentro de las cuales se incluian DDR14 y Explorer, determind que ambas lineas presentaban
diferencias significativas para los caracteres AP, DF, LV, DS y PS. El analisis de varianza
realizado en el presente trabajo de tesis entre ambos parentales a partir de los datos fenotipicos
obtenidos durante los afios 2013, 2014 y 2015 determind la presencia de IGA para los caracteres
DF, NV, NS y LV. Cuando se analizaron los datos obtenidos en cada uno de los afios, se

establecieron diferencias significativas entre ambos progenitores para los caracteres en cuestion,
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en al menos un ambiente. Por otro lado, para los caracteres AP, AV y DS no se observo
interaccion genotipo por ambiente pero tampoco diferencias entre ambos genotipos en ninguno
de los ambientes evaluados. A pesar de no haberse observado diferencias para estos caracteres
entre DDR14 y Explorer, la poblacién derivada de dicho cruzamiento puede ser utilizada para
detectar QTLs asociados a los mismos ya que, por tratarse de caracteres controlados por multiples
genes, las lineas parentales pueden presentar fenotipos similares para el caracter en cuestion, pero
contener alelos diferentes en los distintos loci que rigen el caracter. Los mismos son reordenados
durante la recombinacion produciendo una gama de valores fenotipicos en la poblacién
segregante (Miles y Wayne, 2008).

En numerosas especies autdgamas, tales como soja (Bi et al., 2015), poroto (Ceyhan et al., 2014)
y tomate (Kumar y Singh, 2016), se han realizado estudios de heterosis con el fin de utilizar los
datos de rendimiento de los hibridos F1 en la determinacion de los cruzamientos mas
prometedores. La generacion F1 puede ser utilizada entonces para evaluar el potencial que
presenta una cruza determinada para generar segregantes transgresivos en las generaciones
futuras (Sarawat etal., 1994). La presencia de familias transgresivas en las poblaciones
segregantes demuestra la ampliacion de la variabilidad genética en la poblacién, la cual es
requerida para llevar a cabo con éxito los procesos de seleccidn de genotipos superiores. Por otra
parte, no es aceptable considerar a la heterosis s6lo por la mayor expresion de un caracter
(heterosis positiva), ya que una menor expresion (heterosis negativa) puede resultar favorable
para algunos caracteres. En arveja para el caracter indicador de precocidad DF se considera
propicio un valor negativo debido a que uno de los objetivos méas importantes de la mejora de
este cultivo es la obtencidn de materiales precoces (con fechas a floracién cercanas a 70 dias), los
cuales pueden ser utilizados en rotacion con el cultivo de soja. Lo mismo ocurre con el caracter
AP; alturas de 60-65 cm resultan favorables para el cultivo ya que plantas de mayor altura son
mas susceptibles al vuelco, mientras que, las de menor altura resultan malas competidoras con las
malezas, por tanto también son validos, en algunos casos, valores negativos de heterosis. En
cambio, para aquellas variables que presentan impacto directo sobre el rendimiento tales como
NV, NS, LV y DS (Togay et al., 2008; Esposito et al., 2009; Rashwan y El-Shaieny, 2016) es
necesario obtener valores de heterosis positivos. ElI cruzamiento entre Explorer y DDR14 fue

evaluado previamente en cuanto a la heterosis para rendimiento, obteniendose un valor de 8,8 %
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(Esposito et al., 2014). En el presente trabajo se evaluo la heterosis para caracteres relacionados
al rendimiento en dos ambientes (afios 2014 y 2015), observandose valores de heterosis
superiores al 50 % para NV y NS en ambos ambientes, mientras que la variable DS manifest6 un
menor porcentaje de heterosis (13 %) y en un solo ambiente (2015). Estas diferencias que ocurren
debido a las diferencias ambientales ponen en evidencia la importancia de realizar las
determinaciones en el lugar en el que se llevaran a cabo los experimentos de seleccion, con
repeticiones en el tiempo, cuando se quieren obtener estimaciones validas de la heterosis dentro
de un programa de mejora. En los mismos caracteres en los que se observaron mayores
porcentajes de heterosis también se detectaron los mayores porcentajes de familias transgresivas,
10 % para NV y NS durante los dos afios y un 25 % para DS en el 2015.

Las familias F.:3 fueron evaluadas con respecto a distintos caracteres relacionados al rendimiento,
se analizo la variabilidad existente, se estimd la heredabilidad en sentido estricto y se calcularon
las correlaciones entre los caracteres, pardmetros importantes para el establecimiento de criterios
de seleccion. Los pardmetros de variabilidad evaluados revelaron una amplia variacion entre las
familias F2:3. Los mayores rangos se encontraron para NV y NS, con un CV mayor a 35 % en
todas las generaciones y ambientes estudiados, lo cual resulta de interés para su explotacién en el
programa de mejoramiento genético de la arveja ya que diversos trabajos han puesto de
manifiesto la influencia directa de estos dos componentes en el rendimiento del cultivo (Togay
et al., 2008; Espdsito et al., 2009).

La variabilidad presente en distintas poblaciones de arveja ha sido estudiada por numerosos
autores. Fikreselassie (2012) evalu6 diversos caracteres cuantitativos en 25 lineas elite de arveja
provenientes de Etiopia, entre los cuales se incluian DF, AP, PS, NV, NSy SV. Si bien el autor
no menciona cuéles fueron los materiales a partir de los cuales se originaron estas lineas, obtuvo
valores de CV similares a los observados en la poblacién generada en la presente tesis, los que
variaron entre 11,52 % para DF y 26,42 % para NS. El valor promedio de las lineas evaluadas
para DF fue de 57,05 dias, resultando méas precoces que las familias F2:3 derivadas del
cruzamiento entre Explorer y DDR14, donde los promedios observados fueron mayores a 80 dias
en ambos afios. Sin embargo, las lineas elite evaluadas por Fikreselassie (2012) presentaron AP
elevadas (promedio de 188 cm) al compararlo con nuestra poblacién (78,83 y 93,62 cm) lo que

podria indicar una mayor predisposicion al vuelco durante el cultivo. Ademas, dichas lineas
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presentaron valores promedio muy bajos para NV (8,4) y NS (24,7) indicando bajos rendimientos
en comparacion con la poblacién generada en el presente trabajo en el que se obtuvieron valores
promedio de 44,38 y 57,78 para NV y 125,93 y 194,23 para NS en los dos afios evaluados. Los
valores observados para PS y SV resultaron similares en ambos estudios. Asimismo, Georgieva
et al. (2016) compararon cinco lineas de arveja provenientes de Ucrania, sin indicar el origen
genético de las mismas. Reportaron valores de CV moderados para AP, NV, NS (entre 11,26 y
15,63 %) y bajos para AV y LV (3,23 y 4,93 %). Los promedios observados en este caso
resultaron similares a los de las familias generadas para el desarrollo de esta tesis para los
caracteres AP (72,98 cm), LV (5,39 cm) y AV (0,98 cm). En cambio se observaron diferencias en
los valores medios para NV (5,813) y NS (21,11), que resultaron menores al compararlos con las
familias generadas a partir del cruzamiento entre Explorer y DDR14. Los resultados obtenidos
por estos autores son dispares, debido al diferente material genético utilizado, y a que el mismo
fue evaluado en distintas condiciones ambientales; sin embargo, es importante notar el potencial
que muestra el cruzamiento entre Explorer y DDR14 en cuanto al incremento en los valores de
NV y NS al compararlas con las lineas evaluadas en los demas estudios. Almiron (2015) reportd
valores de CV mayores para todos los caracteres evaluados en comparacion con los obtenidos en
el presente trabajo, lo cual es razonable si se tiene en cuenta que dentro de dicho estudio se
incluyeron tanto variedades cultivadas como silvestres pertenecientes a la coleccion de
germoplasma de la especie. Asimismo, los rangos observados por Almirén (2015) son mas
amplios y muestran valores mas extremos para todos los caracteres respecto a los observados en
nuestra poblacion. De igual manera, es importante resaltar que los valores maximos para NS y
NV detectados en materiales silvestres de la coleccion de germoplasma fueron de 204 vainas y
490 semillas, los mismos no difieren mucho del valor maximo observado para las familia F2:3
durante el afio 2015 (146,7 vainas y 482,7 semillas), avalando el elevado potencial de
rendimiento para la especie que presenta la cruza entre Explorer y DDR14.

Cuando se evaluan caracteres de gran importancia agrondmica y economica, como el
rendimiento, es necesario realizar ensayos en diferentes ambientes para comprender mejor el
comportamiento de los genotipos. Puede evaluarse de esta manera la interaccion genotipo por
ambiente (IGA), que puede definirse como la expresion genotipica diferencial a través de los

ambientes y se considera un aspecto muy importante en los programas de mejora. Para las
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familias F2:3 evaluadas se observd IGA para todos los caracteres evaluados. Cuando se analizé el
comportamiento de cada familia individualmente se observé que la mayoria de las familias en las
que se detectaron diferencias significativas entre los ambientes, presentaron mejor
comportamiento durante el afio 2015. Las diferencias en las temperaturas registradas durante los
dos afios de evaluacion podrian haber influido sobre el comportamiento de estas familias. Las
temperaturas Optimas para la germinacion, crecimiento vegetativo y ciclo reproductivo de la
arveja oscilan entre 14 y 19 °C. En las etapas de crecimiento vegetativo, con temperaturas
inferiores a 4 °C, las plantas detienen su desarrollo y por debajo de -5 °C se hielan y mueren.
Durante el ciclo reproductivo, temperaturas inferiores a 14 °C dificultan la fecundacién por un
crecimiento muy lento de los tubos polinicos, por el otro lado, cuando las temperaturas superan
los 28-30 °C se acelera el ciclo reproductivo observandose falta de fecundacion, aborto de flores
y aceleracion de la maduracion de la vaina, lo que trae como consecuencia la formacion de vainas
de menor tamafio y con menor nimero de granos, vainas con granos formados y sin fecundar y
una reduccion en el nimero de vainas por planta (Brandan y Ploper, 1999). El periodo de inicio
de llenado de los granos es critico para la determinacidn del rendimiento de la arveja, ya que es el
momento en el que se define el numero final de semillas por unidad de superficie (Meadley y
Milbourn, 1971). Las temperaturas registradas en la estacién meteorologica de la Facultad de
Ciencias Agrarias en la etapa de llenado de granos fueron més elevadas durante el 2014, donde se
detectaron temperaturas maximas de 28°C que podrian haber afectado el desarrollo de las flores y
vainas. Las condiciones durante las etapas reproductivas en el 2015 fueron dptimas, registrandose
uno de los octubres mas frescos de los Gltimos afios, y sin heladas que impactaran sobre el
desarrollo normal del cultivo. Las mejores condiciones de llenado de granos durante el 2015
pueden haber influido en el mayor NV y NS que se ha observado. Por otro lado, el cultivo
requiere de 350 a 500 mm para completar el ciclo vegetativo (Ruiz Corral et al., 2013). Si bien en
el 2014 las precipitaciones acumuladas fueron un poco méas bajas que en el 2015 (350,20 y
413,10 mm, respectivamente) esta variante climatica no deberia haber influido sobre el cultivo,
debido a que durante los ensayos realizados en el presente trabajo se utilizé un sistema de riego
artificial que permitié suplir las posibles deficiencias naturales.

La presencia de IGA significativa impide la comparacién entre familias en los distintos

ambientes, por lo tanto en la poblacion F23 estudiada fue necesario evaluar los datos
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considerando cada ambiente por separado para poder estimar las variancias entre y dentro de las
familias F2:3. Utilizando esos datos fue posible estimar la heredabilidad en sentido estricto, que
refleja la contribucion de la variancia aditiva a la expresion fenotipica del caracter. Para todos los
caracteres evaluados se obtuvieron valores intermedios o altos, adecuados para la realizacion de
estudios precisos de mapeo. Estos valores elevados de heredabilidad indican que se podria
obtener una ganancia genética rapida a través de la seleccidn para los distintos caracteres. Sin
embargo, la presencia de IGA podria limitar la correspondencia de estos valores estimados con
los valores observados. Timmerman-Vaughan et al. (2005), a partir de una poblacién F. derivada
del cruzamiento entre las lineas Primo y OSU442-15, y sus familias F2:3 evaluadas en tres
ambientes, obtuvieron valores de heredabilidad en sentido estricto de 95,7 % para PS y 80,3 %
para NS. En el presente trabajo, los valores obtenidos para PS resultaron inferiores (38,6 y 42,2
% en los afios 2014 y 2015, respectivamente); sin embargo, para el caracter NS, si bien el valor
obtenido en el afio 2014 fue inferior (51,7 %), se alcanz6 un valor de 89,3 % en el afio 2015.
Gomez y Ligarreto (2012) evaluaron diez generaciones (Pi1, P2, F1, F2, BCy, BC2 y cada
generacion reciproca), originadas a partir de un cruzamiento entre las variedades Santa Isabel y
WSU31, en dos ambientes distintos y calcularon la heredabilidad para diferentes caracteres a
partir de los componentes de variancia obteniendo valores intermedios a elevados (entre 54 y 90
%) para los caracteres AP, VP, SP, LV, AV y PS y bajo para SV (10 y 30 % en cada uno de los
ambientes). Kosev et al. (2012) obtuvieron valores bajos de heredabilidad en sentido estricto,
entre 0,01 y 44 % para los caracteres AP, NV, NS, SV y PS en un estudio donde evaluaron las
generaciones F1 y F2 generadas a partir de dos cruzamientos y sus reciprocos. Muchos de estos
resultados difieren de los generados en este trabajo, pero es necesario tener presente que las
estimaciones de este pardmetro son especificas para la poblacion y para las condiciones
ambientales en las que se realiza la evaluacion. Nuevamente se demuestra la importancia de no
utilizar esquemas de seleccion basados en las determinaciones obtenidas en otras regiones y con
otros genotipos al trabajar con caracteres cuantitativos, especialmente aquellos relacionados al
rendimiento.

El rendimiento es producto de muchos caracteres correlacionados y depende de la compensacion
entre los mismos. EI conocimiento del grado y la direccidn de la asociacién entre estos caracteres

es otro de los parametros que se deben considerar para llevar a cabo un programa de seleccion
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eficiente, a fin de determinar como pueden modificarse los caracteres cuando se efectia la
seleccion. Las correlaciones fenotipicas pueden ser estimadas directamente a partir de los valores
medios observados a campo, pero tienen poco valor practico y pueden conllevar a errores, pues
incluyen la asociacién entre caracteres tanto de naturaleza genética como ambiental. En cambio,
la correlacion genotipica es la porcion genética de dicha correlacion y por tanto la que determina
si la seleccion a favor o en contra de un determinado caracter puede o no modificar la expresion
de otro. El hecho de que se hayan observado correlaciones genéticas mayores en magnitud que
las fenotipicas es explicado por la influencia de factores ambientales que afectan la expresion de
los diferentes caracteres a veces en el mismo sentido y otras en sentido contrario. Asimismo, las
diferentes condiciones ambientales durante ambos afios de evaluacion provocaron que los valores
de correlacion variaran entre los ambientes. Se detecté una correlacion genética elevada y
positiva (superior al 90 %) entre los caracteres NV y NS en ambos ambientes. Estos valores
confirman los resultados obtenidos por Espédsito et al. (2009) y Georgieva et al. (2015), que
detectaron valores de correlacion genética entre estos caracteres cercanos al 80 %. El caracter AV
mostrd correlacion positiva con LV, aunque de distinta magnitud en los dos afios evaluados (49,2
y 30,8 %). La misma asociacién fue observada por Avci y Ceyhan (2006) al evaluar siete lineas
de arveja y por Ligarreto y Ospina (2009) evaluando diez progenies F,. El caracter AP mostrd
una correlacion genética significativa aunque con bajos valores (31,8 y 48,6 %) con PS. Ligarreto
y Ospina (2009) también observaron una correlacion positiva entre estos caracteres aunque de
mayor magnitud (70,2%). Este tipo de asociacidén no seria beneficiosa para el mejoramiento de
arveja para consumo fresco, debido a que, como se menciond anteriormente, plantas altas
resultan mas susceptibles al vuelco mientras que un peso de semilla elevado es de interés ya que
se asocia directamente a altos rendimientos. En cambio, no seria un problema si el destino del
grano fuera la industria donde son requeridos granos de tamafio mediano o chico. Por ultimo, DF
presentd una correlacion negativa con AV (-69,9 %) en el afio 2014, similar a lo observado por
Ligarreto y Ospina (2009) (-68,1 %). DF también presentd una correlacion negativa con LV (-
42,8 y -54,2 %), observada también por Tiwari y Lavanya (2012) (-79 %). Estas asociaciones
resultarian apropiadas para cumplir los objetivos de precocidad y mayor tamafio de vaina.

Muchas de las complicaciones que se tienen en la seleccién de materiales a partir del analisis de

caracteres fenotipicos pueden ser minimizadas a través de la identificacion directa de los
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genotipos mediante el uso de marcadores moleculares. La inclusion de métodos de seleccion
asistida por marcadores moleculares en los programas de mejoramiento, combinados con los
métodos convencionales de seleccion, puede incrementar la eficiencia del programa, reduciendo
costos y tiempo. La construccion de mapas genéticos consisten en un primer paso para muchas de
las aplicaciones de los marcadores moleculares en el mejoramiento vegetal: permiten la
localizacion de genes o QTL (Quantitative Trait Loci) asociados con caracteres de interés agro-
econdmico, facilitan la seleccidn asistida por marcadores, permiten el mapeo comparativo entre
especies diferentes, generan un marco para anclar mapas fisicos y originan una base para el
clonado posicional de genes (Semagn et al., 2006).

Los mapas genéticos se construyen usando diferentes tipos y tamafios de poblaciones, distintos
tipos de marcadores, procedimientos y software estadisticos. Cada factor afecta la eficiencia del
proceso de mapeo, siendo de gran importancia los referidos a la poblacion de mapeo. Se pueden
originar diferencias en las distancias genéticas entre los marcadores debido a las variaciones en el
grado de recombinacién observado en los diferentes cruzamientos. En estudios de simulacion,
poblaciones de 500 a 1000 individuos generaron mapas muy precisos. Sin embargo, estos
tamafos poblacionales no son viables, debido al costo, espacio, tiempo y labores requeridos para
su evaluacion. Una poblacion de mapeo constituida por 200 individuos se considera suficiente
para la construccién de mapas de eficiencia razonable (Ferreira et al., 2006). El tamafio de las
poblaciones desarrolladas en arveja para llevar a cabo anélisis de mapeo variaron desde 38 RIL
(Ellis et al., 1992) a 227 individuos F> (Timmerman-Vaughan et al., 2005). En el presente
trabajo, la poblacion F» sembrada en el afio 2013, consistio de 200 individuos. Sin embargo, de
acuerdo a los datos meteoroldgicos de la Estacion de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
U.N.R., durante la segunda semana de setiembre del 2013 se observaron temperaturas superiores
a 28 °C que pueden haber afectado el inicio de la floracién de las plantas F2 y, por lo tanto, el
namero final de semillas producidas. Por tal motivo, s6lo 110 individuos produjeron suficiente
cantidad de semillas F2:3 como para ser evaluadas luego en dos ambientes. Posteriormente,
debido a la cantidad de datos perdidos durante el genotipado el tamafio final de la poblacion de
mapeo se redujo a 87 individuos a partir de los cuales se realiz6 el mapa de ligamiento y el
posterior andlisis de deteccion de QTLs. Se han reportado mapas de ligamiento para distintas

especies con poblaciones de mapeo de tamafio similar, como es el caso del mapa desarrollado
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para alcaucil por Martin et al. (2013) utilizando 91 individuos, el mapa desarrollado para algodén
por Badigannavar y Myers (2015) con 94 individuos F, y el mapa desarrollado para colza por
Huang et al. (2016) con 94 RIL.

El constante desarrollo de nuevas técnicas de marcadores moleculares ha permitido aumentar el
namero de loci identificados en los mapas genéticos. Existen numerosos tipos de marcadores,
cada uno de ellos presenta ventajas y desventajas. Para determinar la utilidad de un sistema de
marcadores son tenidos en cuenta diversos factores tales como la abundancia en el genoma de un
potencial marcador, su disponibilidad y costo. Dado que para arveja aun no se dispone de un
genoma de referencia de alta calidad, los marcadores que no requieren informacién de secuencias
resultan de gran utilidad para la especie, tales como el sistema de marcadores SRAP disefiado por
Li y Quiros (2001). Dichos marcadores se establecieron como una herramienta poderosa para la
construccién de mapas de ligamiento genético en Brassica (Li y Quiros, 2001; Sun et al., 2007),
aunque luego fueron aplicados exitosamente en otras especies tales como Gossypium (Lin et al.,
2005; Yu et al., 2007), Cucumis melo L. (Wang et al., 2008), Cynara cardunculus (Martin et al.,
2013), Pyrus L. (Zhang etal., 2013), y mas recientemente en Psidium guajava L. (Padmakar
et al., 2015). Los marcadores SRAP fueron utilizados previamente por nuestro grupo de trabajo
para realizar un mapa de ligamiento con una poblacion F, de arveja derivada del cruzamiento
entre las lineas DDR11 y Zav25. Dicha poblacion fue sembrada durante el invierno del afio 2012,
afio en que se produjeron heladas que provocaron pérdidas en el cultivo, quedando conformada la
poblacién final tan sé6lo por 45 individuos. La poca disponibilidad de semilla imposibilitd
continuar trabajando con dicha poblacién de mapeo. Sin embargo, el mapa de ligamiento
desarrollado permitié determinar la utilidad de los marcadores SRAP para la realizacion de
estudios genéticos en arveja, obteniéndose en promedio 8,32 BP por combinacién de cebadores.
Con la poblacion obtenida a partir del cruzamiento entre Explorer y DDR14 se evalué un mayor
namero de combinaciones y se obtuvo un valor de 6,50 BP por combinacion de cebadores. Este
valor es similar al observado en otras especies, donde se reportaron entre 3 a 14 BP por
combinacion de cebadores (Li y Quiros, 2001; Lin et al., 2003; Sun et al., 2007; Wang et al.,
2008; Martin etal., 2013; Padmakar et al., 2015). Esta técnica puede ser utilizada para la

construccién de mapas genéticos saturados dado que con una combinacion de cebadores es
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posible detectar un elevado nimero de loci polimérficos. Ademas puede considerarse la
posibilidad de combinar estos marcadores con técnicas de secuenciacion.

A través del andlisis de chi-cuadrado se detectd que el 45,6 % de los marcadores SRAP
segregaron de manera distorsionada. EI fendmeno de segregacion distorsionada ha sido
observado en poblaciones de mapeo de distintas especies evaluadas con este tipo de marcadores.
Li etal. (2007) reportaron que 24 de 31 marcadores SRAP (77 %) mostraron segregacion
distorsionada en una poblacién de algodén, mientras que Zhang etal. (2011) detectaron
distorsion en la segregacion del 23 % de los marcadores en una poblacion F2 de crisantemos.
Finalmente, Martin etal. (2013) reportaron un 24 % de segregacion distorsionada en una
poblacion de alcaucil.

La técnica SRAP esta dirigida, principalmente, a la deteccion de secuencias codificantes del
genoma, por lo tanto su combinacién con marcadores microsatélites (SSR), los cuales son mas
abundantes en las regiones no codificantes, contribuye al desarrollo de un mapa de ligamiento
que cubra la totalidad del genoma de la especie en estudio. Si bien el desarrollo de marcadores
SSR especificos para una especie en particular es costoso e insume mucho tiempo, se han
desarrollado varios microsatélites para arveja (Burstin et al., 2001; Loridon et al., 2005; Tar’an
etal., 2005, Sun etal., 2014; Yang et al., 2015). De los 49 marcadores SSR que inicialmente
fueron evaluados, solo diez amplificaron correctamente y resultaron polimdrficos en la poblacion
en estudio, sin embargo su incorporacién en el mapa nos permitio asignar los GL desarrollados
en la presente tesis en relacion al mapa consenso desarrollado por Loridon et al. (2005).

A través de ambos sistemas de marcadores se detectdé un elevado nimero de bandas
monomorficas entre los progenitores, un 48,2 % de los 948 marcadores SRAP y un 57,1 % de los
28 SSR. Si bien esto podria sefialar una baja divergencia genética entre estas variedades, no
coincide con lo expresado por Espédsito et al. (2014), quienes evaluaron 10 SSR y 213
marcadores SRAP en 23 variedades de arveja, que incluian a DDR14 y Explorer, y determinaron
que las dos variedades pertenecian a diferentes grupos al realizar un analisis de conglomerados.
En la evaluacion molecular llevada a cabo en este trabajo de Tesis se han utilizado un mayor
namero de marcadores SRAP, los cuales, como se mencion0 anteriormente estan orientados a la

deteccidn de secuencias codificantes y, por ende, quizas mas conservadas debido al efecto de la
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seleccion natural, disminuyendo asi la divergencia entre los progenitores en estos loci
especificos.

A fin de generar una cantidad elevada de marcadores SNP en la poblacion para obtener una
mayor saturacion del mapa se utilizé la técnica GBS, que ha probado ser un método eficiente para
el andlisis del genoma de diferentes especies, tales como girasol (Celik et al., 2016), trigo (Li
et al., 2015b) , cebada y maiz (Poland et al., 2012). GBS es una estrategia de secuenciacion poco
profunda, que permite evaluar muchas muestras en paralelo, disefiada para simplificar la
produccién de bibliotecas de ADN y minimizar el costo por muestra. Esta cobertura superficial
da como resultado un alto nimero de datos faltantes, errores de genotipado y subclasificacion de
sitios heterocig6ticos (Hyma et al., 2015). Si bien la imputacion de los genotipos faltantes es
practica en muestras homocigaticas con haplotipos conocidos y orden de secuencia, es propensa a
generar errores, mas aun para aquellas especies que carecen de un genoma de referencia, como es
el caso de la arveja. La presencia de un alto nimero de copias de secuencias repetidas dispersas
en el genoma de la arveja también generan complicaciones, dado que la presencia de ADN
repetitivo hace que una unica alineacion de lecturas de secuencias sea dificil o imposible
(Treangen y Salzberg, 2013). A pesar de las dificultades, la técnica ha sido utilizada
recientemente en arveja en estudios de diversidad genética (Holdsworth et al., 2015) y de mapeo
(Ma et al., 2015) y también ha sido utilizada en poblaciones F> de palma (Pootakham et al., 2015)
y Arabidopsis thaliana (Rowan et al., 2015) para la deteccion de QTLs. Dado que en nuestro
estudio se obtuvo un porcentaje muy alto de datos perdidos, se decidié eliminar del analisis
aquellos marcadores e individuos con mas de 50 % de datos faltantes a fin de minimizar errores.
Por otro lado, se observé distorsion en estos marcadores provocada por el bajo nimero de sitios
heterocigotas detectados. Un bajo numero de individuos en estado heterocigota implica un menor
numero de eventos de recombinacion que los esperados, y por lo tanto la longitud del mapa se ve
reducida. Una consecuencia de esto es la observacion de mas GLs no recombinantes de lo
esperado (Knox y Ellis, 2002).

Para la construccion del mapa de ligamiento con los marcadores SSR, SRAP y SNP se utilizaron
inicialmente aquellos marcadores que presentaron segregacion mendeliana. Luego se incluyeron
los marcadores que presentaron una desviacion de dicha segregacién sélo si su presencia no

alteraba el orden local de los marcadores previamente incluidos. Esta estrategia de desarrollo del
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mapa de ligamiento nos permitié aumentar la cobertura final del mapa, sin perder la precision del
mismo. Estrategias similares de mapeo han sido utilizadas en diferentes especies, tales como:
oliva (Khadari et al., 2010), alcaucil y cardo (Martin et al., 2013), lenteja (Verma et al., 2015),
alamo (Zhou et al., 2015), y trigo (Li et al., 2015a).

Existe una larga historia de estudios de mapeo en arveja (Tabla 1 y Tabla 2) utilizando diversos
tipos de marcadores. El primer mapa consenso para la especie fue desarrollado por Weeden et al.
(1998), a partir de marcadores desarrollados en una poblacion de 51 RIL, que fueron combinados
con otros marcadores de posicion conocida que no segregaron en la poblacion generada. EI mapa
abarc6 una longitud de 800 cM, cercana a lo esperado de acuerdo a la distribucion del quiasma en
el genoma de la arveja (Hall et al., 1997). El mapa genético mas citado y utilizado de la especie
hasta el momento, fue generado a partir de tres poblaciones RIL con 239 marcadores SSR vy
1.430 cM mapeados (Loridon etal., 2005). Los marcadores en dicho mapa se encuentran
uniformemente distribuidos a través de siete GL, con un 85 % de intervalos entre marcadores
menores a 10 cM. Posteriormente, se desarroll6 un mapa consenso que incluy6 214 marcadores
funcionales, los cuales representan genes de diversas clases, tales como genes de desarrollo, de
metabolismo de carbohidratos y aminoacidos, de transporte y de regulacién transcripcional
(Bordat etal., 2011). El mapa también incluye 180 SSR, 133 RAPD Yy tres marcadores
morfolégicos, a través de los cuales puede ser relacionado con otros mapas publicados. EI dltimo
mapa consenso desarrollado para la especie se realiz6 utilizando técnicas de secuenciacion de
ultima generacion. Se analizaron 12 poblaciones RIL a partir de las cuales se obtuvo un mapa de
749,9 cM con 15.079 marcadores y una distancia media entre marcadores de 0,24 cM (Tayeh
et al., 2015a). El mapa desarrollado en este trabajo de tesis incluyé 134 marcadores distribuidos
en nueve GLs, cubriendo una distancia total de 655,495 cM. La distancia promedio entre
marcadores fue de 4,89 cM, con un 94,9 % de marcadores separados por distancias menores a 10
cM. Comparando los diferentes mapas se detectan variaciones de longitud o discrepancias en el
orden de los marcadores entre las distintas poblaciones. Estas diferencias en la longitud de los
mapas podrian ser originadas por los errores que ocurren debido a la metilacion del ADN o al
exceso o deficiencia de heterocigotas (Knox y Ellis, 2002). También pueden estar originadas por
diferentes tasas de recombinacion, de acuerdo a la divergencia entre los parentales utilizados para

los cruzamientos. Un menor grado de divergencia entre los parentales puede traducirse en un
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mayor nimero de regiones homocigotas y en un menor nimero de recombinantes, donde resulta
imposible incorporar marcadores. Las discrepancias en el orden de los marcadores también
podrian deberse a translocaciones en las poblaciones utilizadas o a los datos perdidos que pueden
haber ocurrido en los marcadores genotipados en las distintas poblaciones. Pese al tamafio
inferior de nuestro mapa, el mismo permitié la incorporacion de tres tipos de marcadores
distintos, los cuales, como se mencionara anteriormente, estan orientados a distintas regiones del
genoma; los marcadores SRAP estan dirigidos a secuencias codificantes, los SSR amplifican en
mayor medida regiones no codificantes, mientras que los SNP se encuentran distribuidos a lo
largo de todo el genoma. Por otro lado, se observd un alto nimero de marcadores con
segregacion mendeliana que no presentaron ligamiento con ningin otro marcador (114), lo que
refleja la necesidad de enriquecer el mapa con marcadores adicionales para cubrir el genoma
completo. No obstante, los valores de cobertura del mapa son comparables a otros mapas
publicados que han sido utilizados para la deteccion de QTLs asociados a diversos caracteres.
Dirlenwarger et al. (1994) construyeron un mapa parcial de arveja cubriendo 550 cM, con 69
marcadores RFLP y RAPD distribuidos en 12 GL. Dicho mapa fue utilizado para detectar QTLs
relacionados a numero de nodos y precocidad que explicaron un alto porcentaje de la variacion
fenotipica. Rai et al. (2011) desarrollaron un mapa con 57 marcadores distribuidos en siete GL,
cubriendo una distancia de 634 cM y con intervalos promedio de 11,3 cM. Este mapa incluyé un
10 % de marcadores distorsionados que no afectaron el analisis de ligamiento. Detectaron QTLS
asociados a la resistencia contra la roya que resultaron consistentes en cuatro ambientes de
evaluacion. Ubayasena et al. (2011) utilizaron 223 marcadores SSR y AFLP para desarrollar un
mapa con una cobertura de 450 cM y una distancia promedio entre marcadores de 2 cM.
Identificaron 11 GL, de los cuales nueve pudieron relacionarse a seis GL del genoma de arveja a
partir de SSR previamente mapeados en el mapa consenso desarrollado por Loridon et al. (2005).
A pesar de la baja cobertura del genoma pudieron detectar 11 QTLs asociados al color de la
semilla. Recientemente, Shunmugan et al. (2015) generaron un mapa de ligamiento de 437,2 cM
de longitud, utilizando 367 marcadores SNP y detectaron QTLs asociados a la biodisponibilidad
del hierro y a la concentracion de &cido fitico. Si bien con estos mapas de ligamiento no se lleg6 a
abarcar el genoma completo de la arveja y, en algunos casos, las distancias promedio entre

marcadores superaron los 10 cM, todos ellos resultaron efectivos para la deteccion de QTLs
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relacionados a caracteres de interés. El presente mapa, desarrollado con los marcadores SSR,
SRAP y SNP, posee una cobertura similar a la de dichos mapas y un escaso numero de intervalos
entre marcadores superiores a 10 cM, adecuado para la localizacion de loci de interés.

Para el analisis de QTL se utilizaron los valores genotipicos de los individuos F, evaluados a
partir de sus progenies F»:3. De acuerdo a Zhang y Xu (2004) si el tamafio de la familia F2:3 es lo
suficientemente grande el valor promedio de la familia representara el valor genotipico de la
planta F». Estos autores llevaron a cabo estudios de simulacion y establecieron que evaluando 100
familias F2:3 con 20 individuos se obtienen resultados confiables. Sin embargo, los estudios que
aplican este tipo de disefio para la deteccion de QTLs han utilizado un ndmero variable de
individuos. Leon etal. (2003) evaluaron la concentracion de aceite en la semilla de girasol
analizando diez plantas de 235 familias F2:3 en tres ambientes, mientras que Paterson et al. (2003)
detectaron QTLs relacionados a la calidad de la fibra de algodén evaluando tres repeticiones de
cinco plantas en 214 familias. Wang y Xiang (2013) evaluaron caracteres morfolégicos y
productivos en calabaza utilizando 144 familias con dos repeticiones de seis plantas en tres
ambientes y Guan et al. (2011) estudiaron caracteres relacionados a la produccion de energia
tomando los datos de dos repeticiones de cinco plantas provenientes de 186 familias. En el
presente trabajo se evaluaron 110 familias F2:3 con dos repeticiones de diez plantas en los dos
ambientes en evaluacion, lo que generd un total de 4400 plantas evaluadas.

La localizacién de los QTLs se llevd a cabo por el método CIM, con un valor umbral de
LOD=2,5, que de acuerdo a Tanksley (1993) permite detectar QTLS menores. Timmerman-
Vaughan et al. (1996) e Irzykowska y Wolko (2004) utilizaron un valor umbral de LOD=2 en
estudios de mapeo de QTL para caracteres relacionados a rendimiento en arveja. En dicho
trabajo, Timmerman-Vaughan et al. (1996), evaluaron el caracter PS utilizando una progenie de
102 individuos F2 y 51 RILs provenientes de diferentes cruzamientos. Los mapas de ligamiento
generados a partir de las dos poblaciones abarcaron regiones mayores a 1.000 cM, con una
distancia promedio entre marcadores de 7,59 y 6,44 cM. En la poblacion F. se detectaron tres
QTLs por mapeo por intervalo simple, mientras que en la poblacion RIL se detectaron siete QTLs
por analisis simple. Sélo una regién gendmica correspondiente al GL 3 fue identificada en ambas
cruzas. Irzykowska y Wolko (2004) construyeron un mapa de ligamiento a partir de 114 plantas

F2 con 204 marcadores que abarcé 2.416 cM y que fue utilizado para detectar QTLs relacionados
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a NV, NS y PS. Los caracteres fueron medidos en las plantas F> y en las familias F4 derivadas a
partir de la misma cruza. A través de mapeo por intervalo simple se detectaron 22 QTLs en las
dos poblaciones que explicaron entre 10 y 55 % de la variancia fenotipica. Una region del GL 7
se asocio a NS en las dos poblaciones estudiadas.

En comparacion con otros cultivos econémicamente importantes se han reportado pocos estudios
de caracteres cuantitativos relacionados al rendimiento en arveja y los avances al respecto son
aun muy limitados (Smykal et al., 2012). Tar’an et al. (2003) evaluaron AP en 11 ambientes en
una poblacion RIL de 88 individuos utilizando un mapa de 1.274 cM y 207 marcadores.
Detectaron tres QTLs, que explicaron en conjunto 64 % de la variancia fenotipica observada.
Uno de los QTLs se manifestd en los 11 ambientes evaluados, mientras que los otros dos solo lo
hicieron en dos o tres ambientes. Timmerman-Vaughan et al. (2004) desarrollaron un mapa con
108 marcadores distribuidos en 1.396 cM a partir de 227 individuos F y analizaron asociaciones
con los caracteres NS y PS en tres ambientes distintos. Detectaron nueve QTLs relacionados a
cada caracter, que explicaron entre 3 y 27 % de la variancia fenotipica. Tres QTLs relacionados a
NS y cuatro relacionados a PS fueron detectados en los tres ambientes. Krajewski et al. (2012)
estudiaron PS y NS evaluando dos poblaciones RIL en tres ambientes, utilizando mapas de
ligamiento de 853 y 1.086 cM, con 91 y 191 marcadores. Se detectd un QTL para NS que resultd
consistente en las dos poblaciones y los tres ambientes y cuatro QTLs para PS, que fueron
consistentes en més de un ambiente, pero no entre las poblaciones. Klein et al. (2014) utilizaron
un mapa de 679 marcadores SNP distribuidos en siete GL abarcando 947,1 cM para detectar
QTLs relacionados a NV, NS, SV y PS. Evaluaron seis ambientes y encontraron dos QTLs
consistentes en mas de un ambiente en el GL 3 para NS, un QTL consistente para SV en el GL 7
y dos QTLs consistentes para PS en los GL 1 y GL 3. La ausencia de marcadores comunes con
todos estos mapas no nos permite relacionar estos QTLs con los encontrados en el presente
trabajo. Sin embargo, Burstin et al. (2007) y Bourion et al. (2010) realizaron analisis de QTLS
con mapas de ligamiento que incluyeron algunos de los SSR incluidos en este trabajo. Burstin et
al. (2007) detectaron 22 QTLs relacionados a PS, de los cuales siete fueron consistentes en al
menos dos ambientes. El intervalo de confianza de un QTL situado en el GL 1 incluy6 al
marcador D21 y el del QTL situado en el GL 3 incluy6 a AA355. En nuestra poblacion no

detectamos QTLs asociados a PS en las regiones cercanas a D21, pero si se detectdo un QTL
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cercano a AA355 en la poblacion F2. Para AP solo detectaron un QTL consistente en los cinco
ambientes evaluados, situado en el GL 3. Para NS detectaron nueve QTLs, de los cuales tres
fueron consistentes. El intervalo de confianza de un QTL situado en el GL 7 incluy6 al SSR
AD56, sin embargo, dicho QTL no fue detectado en nuestra poblaciéon. Bourion et al. (2010)
encontraron un QTL consistente en dos afios para NS en el GL 1 cuyo intervalo de confianza
incluyd al marcador D21, que no fue detectado en este caso. Para PS se detectaron nueve QTLs,
de los cuales tres fueron consistentes en dos ambientes. Nuevamente se detectd el QTL en el GL
3 en la regién del genoma que incluye a AA355.

Al realizar el analisis CIM con nuestra poblacién de mapeo se detectaron 49 QTLs en las
distintas generaciones y ambientes estudiados. En general un QTL individual puede ser definido
como mayor o menor en funcion al porcentaje de variacion fenotipica que explica (R?),
considerandose QTLs mayores a aquellos que explican porcentajes de variacion mayores al 10 %
(Collard et al. 2005). Por tanto, todos los QTLs encontrados en el presente trabajo pueden
considerarse QTLs mayores ya que explican porcentajes superiores a 12,6 %. Algunos QTLS
presentaron grandes intervalos de confianza (superiores a 5 cM), pero se estimd la posicién de los
QTLs a partir del punto de maxima significancia estadistica del pico y se detectaron los
marcadores asociados a los mismos. Para 23 QTLs la distancia al marcador mas cercano fue
menor a 1 cM, consistiendo estos marcadores en dos SSR, dos SNP y 19 SRAP. Es importante
destacar al marcador Me10-Em8.175 que est& ubicado a 0,120 cM de df4 (F2:3, 2015), ns4 y nv4
(F2, 2013) y a 0,880 cM de av5 (F2:3, 2015). Otro marcador que se situd cerca de mas de un QTL
fue Me8-Em7.666, ubicado a 0,220 cM de dfl y a 0,780 cM de nvl, ambos detectados en la
poblacion F». Para el resto de los QTLs la distancia varié entre 1 y 11 cM. La disponibilidad de
marcadores asociados a los caracteres de interés resulta de gran utilidad, ya que podrian ser
incorporados al programa de mejoramiento de la especie. Del total de QTLs detectados en este
trabajo, merecen mayor atencion los que fueron detectados en al menos dos generaciones y/o
afnos, relacionados a los caracteres AP, AV y NV. Las regiones de interés se ubican en el GL 3y
en el GL 1. Considerando el conjunto de QTLs detectados para los distintos ambientes y
poblaciones se observaron regiones donde co-localizaron QTLs relacionados a distintos
caracteres en el GL 1, GL 3, GL 7, GL NA1 y GL NAZ2. La resolucion genética proporcionada

por este experimento no nos permite distinguir entre pleiotropia 0 genes separados pero
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estrechamente ligados. Para determinar si los QTL corresponden a un Gnico o a varios genes se
necesita una poblacion de mapeo mas numerosa y un mayor nimero de marcadores con menor
espaciamiento entre los mismos. Co-localizaciones de QTLs para los diferentes caracteres
relacionados al rendimiento han sido observadas en numerosos estudios (Irzykowska y Wolko,
2004; Timmerman-Vaughan etal., 2005; Burstin etal., 2007; Bourion etal., 2010). Estas
regiones proporcionan informacion muy util para el andlisis de genes candidatos y la seleccion
asistida por marcadores, ya que estos intervalos podrian considerarse como ‘“hotspots” con
importancia agronomica.

Al realizar el anélisis de QTL con aquellos marcadores con segregacion mendeliana que no
formaron parte del mapa se observé un alto nimero de asociaciones con los caracteres estudiados
que resultaron consistentes entre las distintas campafias. Esto nos muestra que dentro de las
regiones del genoma que no fueron cubiertas por el mapa desarrollado hay QTLs involucrados en
el control de los caracteres productivos de arveja. Dichas regiones podrian ser incluidas en el
mapa mediante la incorporacion de nuevos marcadores moleculares.

Los resultados obtenidos en el analisis de QTL permiten explicar muchos de los resultados
observados a nivel fenotipico. La correlacion mostrada entre algunos caracteres se pone de
manifiesto en la deteccion de QTLs comunes para los mismos. Se observaron correspondencias
entre los QTLs detectados para NS y NV tanto en la poblacion F2 como en la F2:3 en el 2015, en
los GL 1, GL NA1 y GL NA2, lo cual estaria de acuerdo con la fuerte correlacion encontrada
entre ambos caracteres en las poblaciones F23. En todos los casos los efectos aditivos de los
QTLs presentaron el mismo signo, es decir que el alelo del mismo padre incrementa los valores
de ambos caracteres, lo cual es acorde a la correlacion positiva encontrada entre ellos. También
los QTLs ps5 y df5 presentaron intervalos de confianza superpuestos durante el afio 2015, donde
DDR14 aporta el alelo que aumenta los valores del caracter PS y Explorer hace lo propio para el
caracter DF, lo que podria explicar la correlacién negativa (-77,5 %) encontrada para estos
caracteres. De igual manera, la asociacion entre ap2 y sv3 (GL 3) en el afio 2014 con efectos
aditivos de signo opuesto podria explicar en parte la correlacion observada entre dichos
caracteres (-54,8 %).

Debido a la presencia de QTLs con efectos aditivos de valores opuestos se espera que se

produzcan segregantes transgresivos en la poblacion debido a la accion complementaria de los
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genes de los dos parentales (DeVicente y Tanksley, 1993). A través de las distintas campafias
evaluadas se encontraron QTLs con efectos aditivos de distinto signo para todos los caracteres,
excepto AV, lo cual concuerda con la presencia de segregantes transgresivos. Si se consideran los
resultados obtenidos para cada afio, s6lo se pueden analizar los caracteres para los que se
detectaron maltiples QTLs. En la poblacion F> s6lo se observan efectos aditivos de distinto signo
para NS, que no se tradujeron en la presencia de segregantes transgresivos en dicha poblacion. En
la poblacion F2:3 evaluada en el 2014 se observaron QTLs con efectos aditivos de distinto signo
para AP y NV, para los cuales se observaron 2,7 y 10,9 % de familias transgresivas. Por ultimo,
en la poblacion F2:3 evaluada en el 2015 DS presentd QTLs con efectos opuestos y se observé un
25 % de familias transgresivas, en cambio para LV la presencia de dos QTLs con efectos
opuestos no se correlaciond con la presencia de familias transgresivas.

Los elevados valores de heredabilidad obtenidos indican que las variaciones observadas dentro de
la progenie son controladas en su mayoria genéticamente. Sin embargo, los QTLs detectados en
conjunto explicaron de 12,6 a 50,9 % de la variacion fenotipica en los caracteres estudiados, lo
que sugiere que parte de la variacion genética no esta explicada por estos QTLs. En este analisis
no han podido ser detectados QTLs con bajos efectos individuales. Ademas, el tamafio de la
poblacion utilizada puede haber generado sesgos en los calculos de los efectos de los QTLs y de
las proporciones de la varianza genotipica explicada por los mismos (Utz et al., 2000).

Los estudios desarrollados en esta tesis constituyen un primer paso para el estudio de la herencia
de caracteres productivos en arveja. A partir del analisis de los datos surge la necesidad de
incorporar nuevos marcadores en el mapa de ligamiento que nos permitan detectar nuevas
regiones del genoma implicadas en el control de los caracteres, ademas de poder acotar las
regiones ya detectadas. Los QTLs que se observaron con los datos disponibles proporcionan una
imagen de la complejidad genética de los caracteres bajo estudio y constituyen una fuente de
informacidn importante para el analisis genético y el mejoramiento de la especie. Los marcadores
detectados podrian ser utilizados para seleccion asistida por marcadores, especialmente aquellos
situados a distancia menores a 1 cM (Mohan et al., 1997). Sin embargo, dichas regiones, tendran
que ser acotadas mediante la incorporacion de un mayor nimero de marcadores moleculares, con
el fin de identificar el marcador que maximice la prediccion de la variacion fenotipica, con el

objeto de poder ser usado en los programas de mejora genética.
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Por otro lado, los marcadores SRAP, podrian ser secuenciados para luego ser comparados con las
bases de datos de la legumbre modelo Medicago Truncatula, a fin de identificar genes candidatos
relacionados con el caracter. Dado que estos marcadores estan orientados a regiones codificantes
es muy probable que se localicen en regiones génicas. Sun et al. (2007) observaron, mediante
andlisis BLAST, que las secuencias de aproximadamente un 50 % de los marcadores SRAP
incluidos en el mapa de ligamiento desarrollado para Brassica napus eran similares a genes
reportados en Arabidopsis. En cuanto a los marcadores SNP, serd necesario realizar nuevos
analisis sobre las muestras que presentaron una mayor cantidad de datos faltantes para poder
aprovechar al maximo la informacion generada a partir de la técnica GBS. Estas secuencias
podréan ser facilmente examinadas de nuevo para ser integradas con datos mas completos de la

secuencia gendmica de la arveja conforme estén disponibles.
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10. CONCLUSIONES

« A partir del cruzamiento entre las variedades Explorer y DDR14 fue posible generar
variabilidad para diferentes caracteres relacionados con el rendimiento en arveja.

. Se observO segregacion transgresiva y variacion continua en la progenie para los caracteres
evaluados, de acuerdo con la herencia poligénica de los mismos.

« Se obtuvieron valores elevados de heredabilidad en sentido estricto para los caracteres en
estudio, que indican que se podria obtener una ganancia genética rapida a través de la seleccion
para los distintos caracteres.

« Se observd una correlacién alta y positiva entre los caracteres nimero de vaina y nimero de
semilla y también entre longitud y ancho de vaina. Por otro lado, se observd una correlacion
positiva pero débil de la altura de la planta con el peso de las semillas, y una correlacion débil y
negativa de los dias a floracion con al ancho y diametro de la vaina.

. Los marcadores SRAP resultaron eficientes para la realizacion de estudios genéticos en arveja,
hallandose 261 marcadores polimorficos con segregacion mendeliana (6 ligeramente
distorsionada) en la poblacion F; generada.

« Sélo 28 marcadores SSR pudieron ser amplificaron en la poblacion estudiada, de los cuales
diez resultaron polimorficos entre los parentales Explorer y DDR14.

« Los marcadores SNP desarrollados a través de la técnica GBS no resultaron 6ptimos para el
desarrollo de estudios de mapeo en la poblacion de arveja estudiada, obteniéndose 2.994
marcadores con 69,6 % de datos perdidos.

« Se desarrollé un mapa de ligamiento preliminar, utilizando 134 marcadores, distribuidos en
siete grupos de ligamiento, cubriendo una distancia de 655,495 cM.

« Se encontraron QTLs que explican un alto porcentaje de la variabilidad observada para los
caracteres estudiados.

« Tres QTLs relacionados a AP, AV y NV resultaron consistentes en las distintas poblaciones y
ambientes estudiados, ademas se encontr6 un QTL relacionado a PS que ya habia sido
observado por otros autores. Las regiones involucradas en el control de estos caracteres resultan

de interés y deberan ser estudiadas con mayor profundidad.
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12. ANEXOS

Tabla 29. Medias para cada una de las familias en los afios evaluados y valor p asociado a la prueba T de Student
(p<0,05) para determinar la existencia de diferencias significativas entre los mismos. NS: nimero de semillas por
planta, NV: nimero de vainas por planta, DS: diametro de semilla (cm), AP: altura de planta (cm), DF: dias a 50 %
de floracidn de la parcela, SV: nimero de semillas por vaina, AV: ancho de la vaina (cm), LV: longitud de la vaina
(cm), PS: peso de semilla (g).

Familia] 2014 | 2015 [Valorp| 2014 | 2015 [ Valorp | 2014 | 2015 | Valor p
NS NV DS
85,900 184,830 0,000 | 35,100 51,830 0,007 |0,5500 0,470 0,543
143,800 177,940 0,193 | 50,500 47,990 0,125 |0,440 0,510 0,053
74,500 121,570 0,009 | 27,100 37,720 0,138 |0,480 0,460 0,300
117,200 151,360 0,116 | 44500 45910 0,488 |0,480 0,460 0,676
251,333 350,960 0,017 |109,667 109,380 0,990 |0,540 0,570 0,513
103,000 135,710 0,149 | 43,200 44,410 0,717 |0,510 0,570 0,248
127,700 114,660 0,953 | 43,300 31,870 0,331 |0,510 0,550 0,277
153,400 231,000 0,605 | 51,600 72,420 0,025 |0,570 0,630 0,243
75,400 193,590 0,156 | 25,000 67,570 0,079 |0,490 0,560 0,089
12 |166,225 227,220 0,066 | 55,150 67,840 0,009 |0,520 0,630 0,090
13 {101,300 215,040 0,065 | 46,300 62,750 0,681 [0,550 0,610 0,355
14 |157,300 177,140 0,537 | 48,400 49,470 0,264 [0,460 0560 0,242
15 |121,500 105,590 0,109 | 46,625 36,840 0,204 |0,510 0,520 0,794
16 |121,100 202,500 0,041 | 40,500 55,5500 0,350 [0,540 0,590 0,019
17 |133,667 294,250 0,436 | 43,000 84,250 0,080 [0,490 0570 0,007
18 |103,000 182,630 0,385 | 33,200 44,650 0,240 |0,480 0,650 0,064
19 |235,600 236,590 0,477 | 77,200 70,000 0,570 [0,520 0,580 0,361
20 108,500 174,140 0,121 | 46,800 58,300 0,027 [0,470 0560 0,145
22 110,000 235250 0,019 | 34,200 58,080 0,059 (0,510 0,640 0,079
23 100,200 167,630 0,132 | 31,600 48,380 0,058 [0,510 0,500 0,699
24 |147,200 139,630 0,518 | 44,600 44,360 0,875 [0,510 0,630 0,054
25 132,750 312,270 0,134 | 37,542 80,350 0,125 (0,520 0550 0,677
26 119,600 191,140 0,002 | 34,300 50,180 0,014 (0,480 0510 0,682
29 1335500 182,970 0,066 | 46,100 54,600 0,406 [0,500 0,630 0,191
30 | 98,900 163,780 0,002 | 38,625 56,500 0,014 [0,520 0,560 0,380
31 | 77,100 179,300 0,064 | 32,000 55950 0,098 [0,530 0,630 0,106
32 138,200 150,750 0,380 | 47,975 53,400 0,145 (0,510 0,540 0,198
33 |104,425 182,800 0,055 | 43,500 63,420 0,106 [0,490 0,560 0,144
34 117,000 130,340 0,190 | 41,400 44,280 0,754 (0,530 0,620 0,183
36 152,900 163,000 0,558 | 55,175 51,320 0,856 [0,520 0,540 0,785
37 159,200 126,710 0,683 | 53,600 32,250 0,363 (0,520 0,620 0,072
38 122,300 148,400 0,097 | 51,600 47,500 0,663 [0,520 0,610 0,072
39 150,700 156,480 0,921 | 54,800 49,110 0,705 [0,500 0,580 0,285
40 |105,800 201,870 0,058 | 37,900 61,280 0,030 |0,490 0,650 0,019
41 |114,100 149,930 0,191 | 41,000 48,460 0,736 |0,5540 0,640 0,121
42 122,500 141,190 0,569 | 39,200 41,130 0,697 |0,520 0,590 0,039
43 |138,000 371,030 0,015 | 60,000 137,500 0,012 |0,540 0,650 0,058
45 | 97,000 146,440 0,504 | 39,800 47,270 0,715 |0,470 0,630 0,019
46 |128,250 150,480 0,291 | 47,200 48,390 0,444 |0,480 0,620 0,117
47 | 80,500 178,350 0,007 | 31,500 48,400 0,771 |0,5500 0,600 0,383
48 |216,000 322,170 0,275 | 77,333 102,340 0,276 |0,460 0,610 0,006

Rovoorwner
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49
50
51
52
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
72
73
75
76
77
78
79
80
81
82
84
86
87
88
89
90
91
92
93
95
96
98
99
102
105
111
113
114
115
118
119
120
121
122

129,800
145,083
98,300
88,750
127,500
122,500
156,800
80,000
79,600
251,167
136,800
63,500
216,800
116,300
125,400
114,600
86,200
136,875
91,200
145,067
123,600
186,000
132,500
138,000
139,100
123,200
126,500
85,100
81,200
187,000
77,300
106,600
93,700
50,700
106,600
219,250
111,800
134,200
105,900
86,667
91,900
144,700
207,458
81,725
47,500
97,270
162,867
114,900
213,500
115,250
150,450
136,250
192,667

151,670
228,960
124,240
319,250
139,290
133,800
126,450
482,670
209,190
240,830
139,970
93,120
352,090
165,650
149,600
160,400
151,450
466,250
190,360
165,550
155,200
184,390
215,950
184,370
194,590
138,390
300,960
142,050
144,500
266,670
167,170
147,760
177,160
115,360
115,670
385,710
180,290
165,010
156,700
144,500
205,150
219,910
223,750
119,190
159,170
108,780
248,090
183,290
264,330
114,000
214,810
204,420
278,000

0,175
0,181
0,575
0,033
0,842
0,279
0,816
0,031
0,117
0,742
0,168
0,601
0,426
0,517
0,851
0,113
0,101
0,027
0,038
0,287
0,730
0,811
0,495
0,221
0,778
0,720
0,227
0,544
0,249
0,301
0,286
0,377
0,337
0,234
0,833
0,171
0,044
0,349
0,077
0,462
0,110
0,078
0,184
0,444
0,026
0,029
0,047
0,249
0,082
0,632
0,504
0,110
0,185

43,300
64,417
33,800
40,500
43,800
39,900
52,125
35,500
30,200
87,167
47,200
25,600
71,800
43,500
41,500
38,700
34,000
51,000
35,800
49,300
43,000
57,500
49,500
49,900
36,100
48,000
49,500
28,200
30,800
64,667
28,000
39,200
33,225
22,700
39,800
67,000
37,200
50,800
37,700
27,633
30,550
55,500
75,583
24,625
29,000
29,590
52,833
46,200
75,500
38,500
52,700
44,000
55,042

44,750
75,420
40,610
83,500
39,340
40,290
35,600
146,670
66,480
92,570
35,070
28,000
116,420
52,390
41,600
47,650
46,200
116,250
59,950
45,950
52,390
48,180
61,640
53,280
53,700
52,440
90,630
41,200
40,890
86,170
46,940
46,370
45,630
38,290
39,520
92,790
43,670
48,210
43,100
41,120
50,150
65,590
67,380
31,080
63,000
28,790
54,650
54,720
87,840
35,170
53,500
57,500
82,590

0,589
0,279
0,642
0,132
0,195
0,537
0,856
0,006
0,116
0,583
0,790
0,458
0,244
0,421
0,990
0,919
0,554
0,062
0,063
0,559
0,948
0,282
0,641
0,280
0,738
0,771
0,151
0,617
0,101
0,274
0,488
0,227
0,605
0,324
0,985
0,193
0,099
0,575
0,123
0,718
0,018
0,718
0,525
0,939
0,014
0,802
0,573
0,355
0,106
0,955
0,385
0,137
0,339

0,530
0,570
0,480
0,500
0,520
0,490
0,510
0,510
0,490
0,510
0,520
0,490
0,510
0,470
0,520
0,530
0,540
0,530
0,530
0,510
0,480
0,480
0,520
0,510
0,490
0,510
0,510
0,520
0,510
0,460
0,470
0,490
0,510
0,500
0,470
0,510
0,520
0,550
0,510
0,510
0,510
0,480
0,510
0,490
0,570
0,510
0,480
0,490
0,510
0,500
0,510
0,520
0,520

0,610
0,670
0,670
0,640
0,570
0,490
0,530
0,730
0,600
0,640
0,510
0,540
0,610
0,600
0,570
0,620
0,560
0,510
0,540
0,600
0,600
0,500
0,580
0,590
0,540
0,550
0,580
0,490
0,560
0,680
0,530
0,450
0,610
0,480
0,520
0,510
0,530
0,530
0,610
0,520
0,630
0,610
0,530
0,560
0,510
0,540
0,520
0,560
0,520
0,550
0,490
0,560
0,510

0,042
0,063
0,097
0,022
0,895
>0,9999
0,626
0,058
0,222
0,264
0,831
0,228
0,034
0,075
0,170
0,057
0,652
0,155
0,746
0,255
0,004
0,676
0,198
0,219
0,237
0,057
0,053
0,500
0,237
0,004
0,312
0,451
0,192
0,794
0,087
>0,9999
0,312
0,106
0,285
0,205
0,087
0,028
0,699
0,207
0,268
0,198
0,602
0,022
0,808
0,323
0,155
0,636
0,831
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123 84,500 316,340 0,003 | 26,000 90,340 0,001 |0,560 0,590 0,772
124 | 188,400 201,150 0,219 | 56,600 63,380 0,742 |0,480 0,510 0,312
125 169,300 155,490 0,864 | 67,200 48,210 0,045 [0,520 0,570 0,030
126 | 128,900 129,000 0,960 | 36,700 32,370 0,773 |0,550 0,530 0,801
127 {101,000 119,790 0,549 | 39,400 43,380 0,354 |0,490 0,470 0,155
128 |146,333 313,670 0,119 | 70,000 105,500 0,165 |0,520 0,640 0,028
130 81,333 231,250 0,000 | 25,167 56,600 0,574 |0,510 0,510 >0,9999
131 |115,833 303,630 0,000 | 40,167 98,500 0,007 |0,500 0,560 0,238
132 |116,300 191,610 0,095 | 39,700 47,580 0,472 |0,530 0,600 0,126
133 54,700 201,170 0,035 | 17,600 52,170 0,064 |0,480 0,540 0,366
134 79,700 170,020 0,064 | 30,400 55,600 0,124 |0,520 0,540 0,500
135 88,400 160,820 0,066 | 31,000 47,870 0,543 |0,480 0,510 0,677
136 | 111,000 205,620 0,021 | 37,550 63,740 0,045 |0,510 0,510 0,930
137 | 131,700 167,170 0,359 | 45,300 44,550 0,446 |0,510 0,520 0,553
138 |128,000 166,310 0,384 | 53,400 49,000 0,453 |0,420 0,600 0,044
140 59,100 147,200 0,077 | 18,100 40,250 0,848 |0,480 0,550 0,089
AP DF SV
1 77,900 105,530 0,026 | 96,000 87,000 0,161 |2,447 3,570 0,021
2 80,700 97,720 0,053 | 84,000 82,000 0,592 |2,853 3,710 0,194
3 77,000 85210 0,395 | 89,000 83,000 0,105 |2,749 3,250 0,372
4 79,200 100,500 0,121 | 85,500 83,000 0,155 |2,634 3,300 0,145
5 82,200 99,130 0,141 | 77,500 79,000 0,814 |2,292 3,210 0,016
6 90,100 89,770 0,953 | 84,500 82,000 0,300 |2,384 3,070 0,033
7 95,570 77,110 0,149 | 86,000 88,000 0,295 |2,949 3,520 0,149
8 84,000 115,800 0,009 | 81,500 82500 0,592 |2,973 3,220 0,133
11 74,700 92,940 0,342 | 87,000 85500 0,312 |3,016 2,840 0,373
12 74,300 95,660 0,140 | 88,000 84,500 0,090 |3,014 3,340 0,445
13 85,700 102,700 0,296 | 82,500 86,500 0,127 |2,188 3,420 0,038
14 58,400 84,890 0,000 | 81,500 81,000 0,958 |3,250 3,600 0,279
15 75,400 96,630 0,185 | 92,500 85,000 0,042 |2,606 2,910 0,644
16 82,200 95,460 0,380 | 94,000 86,500 0,339 |2,990 3,670 0,016
17 81,600 74,000 0,083 | 92,000 90,000 0,705 |3,109 3,410 0,413
18 76,400 75,410 0,906 | 81,000 80,000 0,500 |3,102 4,090 0,062
19 79,500 90,170 0,603 | 87,000 87,500 0,500 |3,052 3,430 0,128
20 72,600 128,780 0,040 | 83,500 85,000 0,493 |2,318 2,990 0,956
22 70,270 79,920 0,508 | 90,500 87,500 0,486 |3,216 4,050 0,048
23 77,100 80,750 0,661 | 87,000 90,000 0,312 |3,171 3,460 0,284
24 98,700 107,520 0,425 | 84,000 85500 0,543 |3,300 3,140 0,881
25 70,600 89,500 0,053 | 87,500 89,000 0,543 |3,536 3,850 0,146
26 80,100 76,990 0,808 | 84,500 83,000 0,312 |3,487 3,810 0,036
29 76,100 105,630 0,065 | 90,000 83,500 0,234 |2,896 3,400 0,016
30 61,250 102,610 0,014 | 86,000 85,000 0,758 |2,561 2,900 0,518
31 56,100 99,780 0,011 | 87,000 85,000 0,733 |2,409 3,210 0,054
32 79,100 95,300 0,300 | 86,000 87,000 0,293 |2,881 2,820 0,755
33 74,500 108,500 0,023 | 85,500 80,000 0,437 |2,401 2,910 0,341
34 67,800 88,110 0,112 | 87,000 86,500 0,699 |2,826 2,940 0,257
36 81,600 99,400 0,110 | 88,000 85500 0,349 |2,771 3,170 0,025
37 73,100 86,040 0,412 | 85,000 85500 0,885 |2,970 3,950 0,017
38 81,800 103,970 0,096 | 85,000 85,000 >0,9999|2,370 3,170 0,090
39 86,800 101,980 0,178 | 88,000 85,000 0,616 |2,750 3,270 0,312
40 76,300 99,840 0,079 | 85,000 80,500 0,465 |2,792 3,310 0,424
41 83,600 96,830 0,218 | 87,000 85,000 0,293 |2,783 3,110 0,076
42 76,200 97,920 0,106 | 87,000 82,500 0,057 |3,125 3,510 0,246
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43
45
46
47
48
49
50
51
52
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
72
73
75
76
77
78
79
80
81
82
84
86
87
88
89
90
91
92
93
95
96
98
99

102

105

111

113

114

115

76,000
83,900
89,300
77,150
83,750
92,800
77,800
79,640
82,700
85,590
75,200
76,750
76,900
76,100
76,300
67,250
74,100
79,340
85,970
71,200
79,900
78,000
92,300
66,000
92,600
88,340
71,900
84,800
84,600
81,600
80,600
80,900
88,200
93,950
73,250
81,630
78,100
86,740
79,500
71,500
70,500
92,200
70,500
76,790
73,000
90,100
83,800
69,140
79,800
90,300
75,000
65,780
86,500

91,250
111,230
99,440
104,950
80,250
93,800
90,090
102,390
94,750
91,170
87,710
101,750
90,250
95,590
89,840
89,170
92,350
98,500
100,550
108,390
93,000
105,460
88,500
85,930
106,050
102,310
103,460
88,980
94,250
86,820
98,630
82,170
97,550
95,180
93,920
94,530
90,950
82,230
97,110
94,340
97,590
91,550
97,630
103,020
76,840
98,700
93,450
80,100
81,100
106,340
90,800
100,630
101,210

0,134
0,091
0,437
0,009
0,901
0,918
0,261
0,190
0,247
0,752
0,160
0,115
0,361
0,048
0,397
0,000
0,208
0,001
0,199
0,028
0,138
0,017
0,587
0,002
0,148
0,255
0,054
0,285
0,460
0,529
0,047
0,940
0,385
0,862
0,354
0,257
0,216
0,715
0,003
0,148
0,073
0,948
0,054
0,129
0,973
0,361
0,045
0,250
0,615
0,480
0,423
0,120
0,011

84,000
81,500
86,000
82,500
83,250
87,500
81,000
93,500
89,000
82,000
88,500
87,500
87,000
87,500
92,000
91,000
85,500
69,000
86,500
84,500
84,000
90,000
84,000
88,000
86,500
83,500
82,000
83,500
91,500
85,000
86,000
92,500
92,500
88,000
71,500
83,000
91,500
88,000
89,000
86,000
72,000
86,500
90,000
92,000
80,500
89,500
78,500
81,500
91,000
88,500
87,000
84,000
76,500

82,000
80,000
87,000
83,500
90,000
87,000
81,500
86,000
82,000
87,000
86,500
82,500
84,000
88,500
85,000
88,500
84,000
79,000
82,500
81,500
88,000
85,000
83,500
86,500
82,500
84,500
82,500
82,500
83,000
84,500
83,500
89,500
84,500
84,500
84,000
72,000
86,500
83,500
82,000
84,000
83,500
86,500
85,500
86,000
86,000
84,500
82,000
86,000
86,000
86,500
87,500
82,000
82,000

0,295
0,205
0,500
0,764
0,310
0,699
0,699
0,278
0,384
0,255
0,106
0,087
0,205
0,592
0,089
0,349
0,312
0,030
0,030
0,412
0,106
0,344
0,500
0,205
0,030
0,764
0,500
0,733
0,017
0,808
0,126
0,198
0,219
0,667
0,026
0,366
0,019
0,533
0,090
0,553
0,188
>0,9999
0,057
0,205
0,058
0,019
0,192
0,057
0,242
0,652
0,808
0,466
0,355

2,300
2,437
2,717
2,556
2,793
2,998
2,252
2,908
2,191
2,911
3,070
3,008
2,254
2,636
2,881
2,898
2,480
3,019
2,674
3,022
2,961
2,535
2,684
2,547
2,943
2,874
3,235
2,677
2,766
3,853
2,567
2,556
3,018
2,636
2,892
2,761
2,719
2,820
2,233
2,668
3,272
3,005
2,642
2,809
3,136
3,008
2,607
2,745
3,319
1,638
3,292
3,083
2,487

2,700
3,100
3,110
3,690
3,110
3,390
3,060
3,060
3,860
3,530
3,370
3,530
3,310
3,140
2,650
4,260
3,320
3,020
3,160
3,600
3,380
3,280
4,000
3,180
3,610
3,130
3,880
3,430
3,440
3,640
2,680
3,270
3,470
3,530
3,060
3,580
3,190
3,890
3,000
2,990
4,110
4,130
3,440
3,620
3,550
4,100
3,340
3,300
3,800
2,530
3,770
4,540
3,350

0,126
0,048
0,737
0,023
0,240
0,343
0,013
0,653
0,030
0,144
0,223
0,239
0,020
0,345
0,232
0,063
0,245
0,926
0,1656
0,202
0,178
0,014
0,031
0,055
0,355
0,575
0,065
0,309
0,159
0,136
0,723
0,738
0,420
0,023
0,313
0,002
0,742
0,156
0,128
0,314
0,035
0,040
0,256
0,603
0,318
0,024
0,252
0,762
0,210
0,457
0,069
0,061
0,016
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118 74,130 85,000 0,225 | 89,750 84,000 0,104 |2,828 3,040 0,141
119 73,200 68,170 0,381 | 93,000 90,500 0,344 |2,994 3,520 0,710
120 98,700 86,290 0,050 | 85,500 85,500 >0,9999 2,855 4,050 0,001
121 89,200 86,500 0,216 | 81,500 85,500 0,030 |3,097 3,550 0,153
122 61,250 91,790 0,004 | 90,500 85,000 0,178 |3,500 3,370 0,758
123 70,000 99,670 0,022 | 79,000 85,000 0,033 |3,250 3,500 0,567
124 84,780 82,800 0,852 | 87,500 86,000 0,205 |3,329 4,170 0,007
125 84,250 91,200 0,691 | 74,000 81,000 0,177 |2,519 2,720 0,847
126 66,090 75,070 0,280 | 93,000 87,000 0,205 |3,512 3,990 0,561
127 79,200 89,410 0,570 | 84,000 89,000 0,242 |2,563 2,790 0,645
128 97,200 93,750 0,656 | 80,500 81,250 0,590 |2,090 2,980 0,045
130 88,600 77,750 0,510 | 88,000 86,500 0,205 |3,232 3,620 0,393
131 85,200 96,000 0,188 | 80,000 80,500 0,869 |2,884 3,090 0,487
132 83,840 88,610 0,548 | 90,500 88,000 0,662 |2,929 4,030 0,037
133 71,420 97,390 0,159 | 79,000 81,500 0,871 |3,108 3,860 0,045
134 61,830 100,260 0,082 | 87,000 83,500 0,143 |2,622 3,070 0,143
135 70,100 76,500 0,529 | 93,000 89,000 0,333 |2,852 3,360 0,065
136 70,130 103,040 0,172 | 93,000 88,000 0,255 |2,956 3,210 0,182
137 80,500 75,000 0,616 | 87,000 84,5500 0,155 |2,907 3,760 0,026
138 58,000 94,110 0,020 | 76,500 83,000 0,294 |2,397 3,420 0,218
140 79,800 91,900 0,258 | 84,000 86,500 0,500 |3,265 3,660 0,743
AV LV PS
1 0920 1080 0,045 | 5840 6,210 0,298 |0,160 0,190 0,168
2 1,010 1,010 >0,9999| 6,280 6,480 0,699 |0,120 0,200 0,037
3 0960 1050 0170 | 6,030 6,320 0,493 |0,160 0,210 0,126
4 0940 1010 0512 | 6,380 6,440 0,802 |0,140 0,180 0,232
5 1,020 1,010 0,953 | 6,380 6,230 0,818 |0,200 0,180 0,300
6 1,100 1,060 0,642 | 6,030 6,120 0,697 |0,210 0,200 0,913
7 0,980 1,030 0,684 | 6,250 6,670 0577 [0,160 0,220 0,019
8 1,090 1060 0,870 | 6370 6,160 0,748 |0,170 0,210 0,090
11 0,980 1,010 0,668 | 6,460 5900 0,162 |0,190 0,210 0,571
12 0,90 1,010 0,117 | 6,140 6,210 0,801 |0,180 0,180 >0,9999
13 1,110 1,040 0,088 | 6,100 6,550 0,004 |0,200 0,200 0,699
14 1,060 0940 0,294 | 6,230 6,300 0,880 |0,150 0,200 0,058
15 0930 1070 0,111 | 6,050 6,390 0,534 |0,160 0,190 0,106
16 0910 1010 0,383 | 5740 5910 0,667 |0,170 0,190 0,543
17 0,810 0,960 0,166 | 5600 5520 0,746 |0,150 0,170 0,910
18 1,060 1,050 0,746 | 6,370 6,700 0,042 |0,150 0,200 0,070
19 1,000 1,160 0,542 | 6,420 6,690 0,624 |0,170 0,180 0,705
20 0,930 1,000 0526 | 5620 6,240 0,144 [0,150 0,200 0,072
22 0,930 1,010 0,030 | 5540 6,120 0,010 {0,170 0,190 0,295
23 1,010 0,9% 0,652 | 6,170 6,030 0,389 |0,160 0,150 0,699
24 1,000 1,030 0486 | 5600 6,150 0,009 |0,180 0,180 >0,9999
25 0,940 1,080 0,038 | 5430 6,030 0115 |[0,160 0,180 0,500
26 1,030 1,040 0,863 | 5950 6,390 0,266 |0,160 0,190 0,126
29 0,960 1,040 0,204 | 6,520 6,330 0,719 |0,180 0,190 0,515
30 0,990 0930 0,244 | 6,090 5960 0,764 |0,180 0,180 >0,9999
31 1,030 1,020 0,880 | 5640 6,030 0,380 |0,180 0,200 0,295
32 1,010 0,980 0,648 | 6,140 6,410 0,413 |0,170 0,190 0,293
33 1,070 1,030 0,156 | 6,070 6,070 >0,9999|0,190 0,210 0,295
34 0,900 1,020 0,243 | 6,170 6,590 0,433 |0,180 0,210 0,198
36 0920 1,020 0,350 | 6,050 6,040 0981 |0,160 0,180 0,466
37 0910 1,020 0,352 | 6,040 6,290 0,113 |0,190 0,180 0,860
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38
39
40
4
42
43
45
46
47
48
49
50
51
52
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
72
73
75
76
77
78
79
80
81
82
84
86
87
88
89
90
91
92
93
95
96
98
99
102

0,930
1,060
1,000
1,160
1,050
1,010
1,030
0,990
1,010
0,760
0,890
1,110
0,880
1,060
0,980
0,940
1,060
0,930
0,940
0,880
0,900
1,060
1,010
1,000
1,090
1,020
0,990
0,970
0,940
1,040
1,080
0,930
1,070
1,020
1,000
1,000
0,870
0,890
0,990
1,010
0,900
0,920
0,920
0,890
1,060
1,050
0,910
0,930
0,950
1,030
0,920
1,110
1,020

0,960
1,120
1,020
1,110
1,070
1,030
1,100
0,990
1,010
0,970
1,060
1,060
1,000
1,060
1,050
0,980
1,110
1,150
0,940
1,020
0,950
1,000
1,080
1,040
0,970
1,060
1,000
0,960
0,970
1,020
0,990
0,890
1,010
0,970
0,980
1,020
0,960
0,980
1,020
1,050
1,000
0,930
0,920
0,970
1,100
1,040
0,970
1,080
1,050
1,040
0,960
1,030
0,980

0,836
0,629
0,836
0,380
0,642
0,795
0,503
>0,9999
0,808
0,015
0,037
0,385
0,176
0,699
0,325
0,705
0,504
0,126
>0,9999
0,102
0,170
0,049
0,089
0,560
0,232
0,592
0,776
0,293
0,486
0,592
0,459
0,480
0,168
0,349
0,808
0,801
0,390
0,255
0,360
0,465
0,352
0,918
0,795
0,170
0,375
0,901
0,093
0,020
0,011
0,948
0,705
0,079
0,556

6,080
5,960
6,030
6,310
6,550
6,350
5,590
6,670
6,300
5,310
5,590
6,220
5,400
5,210
6,080
6,020
6,800
5,700
5,610
5,810
5,910
6,710
6,520
6,000
6,740
5,750
6,230
6,060
5,700
6,130
6,370
6,210
6,250
6,030
6,710
5,660
5,410
5,790
5,490
6,060
5,620
6,200
6,610
5,010
7,100
6,740
5,720
5,620
6,200
6,110
6,330
6,400
6,300

6,120
6,080
6,470
6,470
6,670
6,210
5,900
6,780
6,500
5,680
5,820
6,550
5,840
6,090
6,340
5,950
7,010
6,250
5,400
5,770
5,540
6,040
6,760
6,290
6,610
6,010
6,050
5,930
6,060
6,250
6,360
6,430
6,610
6,060
6,770
6,240
5,830
6,520
6,500
6,680
6,100
5,690
6,570
6,150
7,390
6,400
6,100
6,350
6,590
6,250
6,480
6,340
6,220

0,934
0,779
0,239
0,019
0,798
0,231
0,511
0,625
0,605
0,074
>0,999
0,362
0,425
0,178
0,083
0,764
0,135
0,205
0,353
0,755
0,526
0,178
0,095
0,153
0,669
0,257
0,663
0,535
0,193
0,691
0,922
0,417
0,529
0,931
0,880
0,273
0,509
0,398
0,194
0,049
0,267
0,082
0,899
0,221
0,438
0,308
0,615
0,044
0,433
0,383
0,664
0,859
0,545

0,190
0,180
0,170
0,180
0,180
0,210
0,150
0,150
0,180
0,150
0,180
0,180
0,140
0,150
0,200
0,170
0,160
0,160
0,160
0,170
0,180
0,160
0,180
0,140
0,160
0,220
0,170
0,180
0,170
0,160
0,150
0,140
0,160
0,170
0,160
0,170
0,170
0,170
0,180
0,110
0,170
0,170
0,170
0,180
0,140
0,160
0,160
0,220
0,180
0,240
0,210
0,170
0,160

0,180
0,170
0,210
0,180
0,210
0,200
0,210
0,190
0,180
0,140
0,180
0,210
0,160
0,210
0,180
0,150
0,180
0,170
0,190
0,190
0,140
0,190
0,220
0,190
0,200
0,170
0,170
0,160
0,170
0,190
0,210
0,180
0,190
0,190
0,160
0,210
0,150
0,150
0,180
0,180
0,180
0,150
0,160
0,180
0,190
0,170
0,170
0,180
0,170
0,230
0,170
0,210
0,200

0,808
0,500
0,127
0,500
0,051
0,795
0,117
0,295
>0,9999
0,500
>0,9999
0,168
0,563
0,028
0,500
0,312
0,746
0,831
0,344
0,500
0,089
0,293
0,030
0,072
0,216
0,242
0,860
0,126
0,500
0,486
0,058
0,161
0,051
0,155
0,500
0,258
0,106
0,205
0,500
0,010
0,910
0,493
0,758
>0,9999
0,130
0,699
0,592
0,333
0,684
>0,9999
0,070
0,214
0,297
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105
111
113
114
115
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
130
131
132
133
134
135
136
137
138
140

0,920
0,860
0,980
0,980
1,000
0,990
0,990
0,890
1,020
0,960
1,040
0,860
1,020
0,930
1,100
1,040
1,070
1,190
0,840
1,060
0,960
0,720
0,900
0,920
1,040
0,980

0,970
0,970
0,980
1,100
0,970
1,170
1,110
1,000
1,040
1,040
1,030
1,030
1,040
1,090
1,030
1,080
1,030
1,060
1,010
1,020
1,020
0,930
1,010
1,000
1,090
1,040

0,543
0,102
>0,9999
0,159
0,406
0,177
0,308
0,039
0,865
0,477
0,634
0,090
0,500
0,036
0,552
0,295
0,369
0,023
0,027
0,470
0,312
0,061
0,039
0,108
0,473
0,486

6,080
5,390
6,250
6,590
6,280
6,350
6,180
5,700
6,260
5,680
5,270
6,260
6,140
5,910
6,190
5,900
6,210
6,110
5,770
6,420
5,850
5,120
6,140
6,340
6,310
5,880

6,390
5,910
6,430
6,890
6,340
7,180
6,520
5,940
6,190
6,460
6,110
6,640
6,040
6,100
5,910
6,310
6,120
5,890
6,260
6,330
5,850
5,310
5,950
5,980
6,090
6,240

0,393
0,201
0,696
0,622
0,825
0,161
0,339
0,037
0,938
0,068
0,053
0,170
0,819
0,588
0,248
0,298
0,054
0,367
0,331
0,713
>0,9999
0,503
0,720
0,213
0,398
0,449

0,150
0,210
0,180
0,150
0,170
0,170
0,160
0,180
0,200
0,170
0,180
0,140
0,180
0,180
0,150
0,160
0,160
0,100
0,210
0,120
0,200
0,160
0,190
0,180
0,130
0,160

0,190
0,160
0,170
0,180
0,190
0,180
0,180
0,170
0,190
0,210
0,160
0,170
0,200
0,170
0,200
0,200
0,200
0,210
0,190
0,180
0,170
0,150
0,190
0,190
0,200
0,180

0,106
0,058
0,592
0,312
0,155
0,293
0,155
0,804
0,592
0,090
0,333
0,205
0,445
0,910
0,130
0,410
0,232
0,057
0,500
0,198
0,155
0,500
0,895
0,705
0,047
0,543
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Tabla 30. Valores de x2 obtenidos para los marcadores moleculares.

Locus a h b c¢c d - x> GL Significancia Clasificacion
AA160 153 25 0 0 11 284 2 - [a:h:b]
AA205 1537 27 0 0 8 396 2 - [a:h:b]
AA278 17 39 22 0 0 9 064 2 - [a:h:b]
AA355 9 3921 0 0 18 535 2 * [a:h:b]
AB23 27 35 12 0 0 13 6,30 2 fola [a:h:b]
AC58 24 41 13 0 0 9 331 2 - [a:h:b]
AD147 12 30 14 0 0 31 043 2 - [a:h:b]
AD56 21 44 14 0 0 8 227 2 - [a:h:b]
AD61 23 3422 0 0 8 156 2 - [a:h:b]
D21 18 44 17 0 0 8 105 2 - [a:h:b]
Mel0-Em10.220 6 0 O 67 0 14 200 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em10590 24 0 0 42 0 21 455 1 w* [a:h+b+c]
Mel0-Em10.605 10 0 O 65 0 12 544 1 ok [a:h+b+c]
Mel0-Em10.700 16 0 O 57 0 14 0,37 1 - [a:h+b+c]
Mel0-Em10.705 0 0 22 0 5 9 043 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em10.780 0 0 12 0 62 13 3,05 1 * [a+h+d:b]
Mel0-Em10.805 18 0 O 58 0 11 0,07 1 - [a:h+b+c]
Mel0O-Em6.120 20 0 0 53 0 14 022 1 - [a:h+b+c]
Mel0-Em6.125 21 0 0 54 0 12 036 1 - [a:h+b+c]
MelO-Em6.170 42 0 0 32 0 13 39,80 1 Fkkkkkk [a:h+b+c]
Mel0O-Em6.173 43 0 0 34 0 10 39,07 1 folaialaiaialal [a:h+b+c]
Mel0O-Em6.175 0 0 55 0 22 10 8852 1 falalaiaiaiaial [a+h+d:b]
MelO-Em6.177 68 0 0 9 0 10 16461 1 folaialaiaialal [a:h+b+c]
MelO-Em6.265 0 O 26 0 48 13 405 1 fola [a+h+d:b]
MelO-Em6.290 11 0 0 67 0 9 494 1 folad [a:h+b+c]
MelO-Em6.385 20 0 0 61 0 6 000 1 - [a:h+b+c]
MelO-Em6.395 21 0 0 58 0 8 011 1 - [a:h+b+c]
Mel0-Em6.405 0 0 22 0 53 12 0,75 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em6.420 0 O 18 0 49 20 0,12 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em6.470 0 O 70 0 11 6 162,97 1 folalalalalala [a+h+d:b]
MelO-Em6.500 13 0 0 67 0 7 327 1 * [a:h+b+c]
MelO-Em6.530 28 0 0 49 0 10 530 1 w* [a:h+b+c]
MelO-Em6.600 0 O 14 0 60 13 146 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em7.225 0 0 22 0 5 9 043 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em7.260 3 0 0 73 0 11 100 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em7.270 13 0 0 65 0 9 289 1 * [a:h+b+c]
Mel0-Em7.340 0 15 0 64 8 152 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em7.370 7 O 0 68 0 12 982 1 Ak [a:h+b+c]
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Mel0-Em7510 0 0 10 0 67 10 593 1 fola [a+h+d:b]
Mel0-Em8.150 0 0 27 0 46 14 559 1 fola [a+h+d:b]
Mel0-Em8.175 13 0 O 58 0 16 169 1 - [a:h+b+c]
Mel0-Em8.415 4 0 0 66 0 17 133 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em8530 0 0 18 0 52 17 0,02 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em8570 0 0 12 0 62 13 3,05 1 * [a+h+d:b]
Mel0-Em8580 5 0 O 71 0 11 167 1 - [a+h+d:b]
MelO-Em9.110 0 O 24 0 56 7 107 1 - [a+h+d:b]
Mel0-Em9.350 32 0 O 44 0 11 11,86 1 folalalolel [a:h+b+c]
Mel0-Em9.520 16 0 0 62 0 9 084 1 - [a:h+b+c]
Mel0-Em9.600 21 0 O 53 0 13 045 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em2.1000 0 O 14 0 52 21 051 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em2.1020 15 0 0 50 0 22 013 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em2.270 0 0 11 0 54 22 226 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em2.385 0 0 25 0 44 18 464 1 ok [a+h+d:b]
Mel-Em2585 19 0 0 49 0 19 031 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em2587 17 0 0 45 0 25 019 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em2.700 0 0 23 0 37 27 569 1 w* [a+h+d:b]
Mel-Em2.720 4 0 0 60 0 23 133 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em2.800 2 0 0 5 0 26 067 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em3.280 0 0 32 0 40 15 1452 1 Akekkkk [a+h+d:b]
Mel-Em3.285 13 0 0 58 0 16 169 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em3.300 0 0 21 0 49 17 093 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em3.350 0 0 60 0 15 12 12100 1 folalalaiaiele [a+h+d:b]
Mel-Em3.600 64 0 0 14 0 9 13540 1 falalalalalele [a:h+b+c]
Mel-Em3.625 11 0 0 64 0 12 427 1 fala [a:h+b+c]
Mel-Em3.670 0 0 64 0 12 11 14211 1 Fkkekkskok [a+h+d:b]
Mel-Em3.700 23 0 0 55 0 9 084 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em3.710 14 0 0 61 0 12 160 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em3.750 10 0 0 62 0 15 474 1 fala [a:h+b+c]
Mel-Em3.780 0 0 27 0 38 22 948 1 Hkkx [a+h+d:b]
Mel-Em3.820 0 0 17 0 54 16 0,04 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em4.160 16 0 0 54 0 17 017 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em4.195 0 0 24 0 5112 196 1 - [a+h+d:b]
Mel-Em4.210 22 0 0 45 0 20 219 1 - [a:h+b+c]
Mel-Em4.225 6 0 0 66 0 15 1067 1 falalaled [a:h+b+c]
Mel-Em4.255 43 0 0 33 0 11 4042 1 folalalaiaiele [a:h+b+c]
Mel-Em4.265 57 0 0 19 0 11 101,33 1 fulalaiakaioiel [a:h+b+c]
Mel-Em4.285 45 0 0 29 0 13 5061 1 folalalaiaiele [a:h+b+c]
Mel-Em4.287 62 0 0 12 0 13 136,38 1 falalalaiaiaial [a:h+b+c]
Mel-Em4.290 57 0 0 16 0 14 109,70 1 folaiaiiiele [a:h+b+c]
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Mel-Em4.335
Mel-Em4.340
Mel-Em4.345
Mel-Em4.350
Mel-Em4.410
Mel-Em4.430
Mel-Em4.450
Mel-Em4.532
Mel-Em4.537
Mel-Em4.545
Mel-Em4.570
Mel-Em4.600
Mel-Em4.605
Mel-Em5.240
Mel-Em5.255
Mel-Em5.280
Mel-Em5.290
Mel-Em5.293
Mel-Em5.300
Mel-Em5.330
Mel-Em5.335
Mel-Em5.395
Mel-Em5.425
Mel-Em5.450
Mel-Em5.452
Mel-Em5.490
Mel-Em5.500
Mel-Em5.525
Me2-Em1.500
Me2-Em1.505
Me2-Em1.510
Me2-Em1.512
Me2-Em1.515
Me2-Em1.520
Me2-Em1.525
Me2-Em1.527
Me2-Em1.535
Me2-Em1.538
Me2-Em1.540
Me2-Em1.543
Me2-Em1.545

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO0 OO oo oOOoOuoOoOoouoOouooo oo o o

O O O O O O O O o o o o o o o

-
© -

O O O O O O O O O o o oo o o

w
© ©

17

15
17
19
19
12
19
11
30
15
21
17
24
21
16
13
31
13
13
12
22
25
17
16
10
15
12
11
15
10
15
27
19
19
28
22
18
15
34
34
25
27

50,07
45,73
53,02
80,31
93,44
31,37
135,86
0,47
1,67
0,18
4,29
2,80
10,69
78,13
1,46
0,86
521
106,83
6,76
1,15
6,22
0,02
4,51
5,93
10,67
21,16
189,75
66,67
11,26
18,96
39,20
0,08
101,65
3,53
4,93
0,04
39,19
1,42
0,31
4,84
4,36
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[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a+h+d:b]
[a+h+d:b]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
[a:h+b+c]
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Me2-Em1548 32 0 0 41 0 14 13,81 1  xweex [a:h+b+c]
Me2-Em1.555 14 0 0 58 0 15 1,19 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em1557 27 0 0 46 0 14 559 1 wox [a:h+b+c]
Me2-Em1.560 32 0 0 38 0 17 16,02 1  ewkwwrx [a:h+b+c]
Me2-Em1565 24 0 0 45 0 18 352 1 * [a:h+b+c]
Me2-Em1583 0 0 42 0 35 10 3585 1  kwwwex [a+h+d:b]
Me2-Em1585 0 0 48 0 27 12 60,84 1  *wwwwex [a+h+d:b]
Me2-Em1587 0 0 49 0 23 15 71,19 1  kwwweex [a+h+d:b]
Me2-Em1.590 0 0 43 0 27 17 49,54 1  *wwwwex [a+h+d:b]
Me2-Em1592 35 0 0 43 0 9 1643 1  *kwwswewx [a:h+b+c]
Me2-Em1594 45 0 0 24 0 18 59,52 1 ks [a:h+b+c]
Me2-Em1595 40 0 0 29 0 18 40,00 1  *wwwwwx [a:h+b+c]
Me2-Em1605 25 0 0 42 0 20 542 1 o [a:h+b+c]
Me2-Em1635 21 0 0 50 0 16 0,79 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em1.680 34 0 0 39 0 14 1812 1  *wwwwrx [a:h+b+c]
Me2-Em1.685 30 0 0 42 0 15 1067 1 Hokx [a:h+b+c]
Me2-Em1.690 40 0 0 33 0 14 3456 1  *wwxweex [a:h+b+c]
Me2-Em1.830 45 0 0 31 0 11 47,44 1  ewkerx [a:h+b+c]
Me2-Em1.850 17 0 0 54 0 16 0,04 1 - [a:h+b+c]
Me-2Em2.300 20 0 0 52 0 15 0,30 1 - [a:h+b+c]
Me-2Em2555 0 0 15 0 32 40 1,20 1 - [a+h+d:b]
Me-2Em2.610 0 0 65 0 10 12 152,11 1  kkkwwx [a+h+d:b]
Me-2Em2.625 14 0 49 0 24 026 1 - [a:h+b+c]
Me-2Em2665 0 0 6 0 67 14 10,96 1 ko [a+h+d:b]
Me-2Em2.685 12 0 0 60 0 15 2,67 1 - [a:h+b+c]
Me-2Em2.762 0 0 14 0 33 40 057 1 - [a+h+d:b]
Me-2Em2.960 12 0 0 55 0 20 1,80 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.295 12 0 0 57 0 18 213 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.325 16 0 0 55 0 16 0,23 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.385 30 0 0 43 0 14 10,09 1 Hokx [a:h+b+c]
Me2-Em3615 0 0 6 0 71 10 2,00 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.720 20 0 0 44 0 23 133 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.780 15 0 0 59 0 13 0,88 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em3.790 0 0 63 0 11 13 142,72 1  kwkwwx [a+h+d:b]
Me2-Em3.830 0 0 18 0 51 18 0,04 1 - [a+h+d:b]
Me2-Em4.1200 0 0 12 0 53 22 148 1 - [a+h+d:b]
Me2-Em4.220 0 0 59 0 17 11 112,28 1  *wwwxex [a+h+d:b]
Me2-Em4.380 0 0 67 0 10 10 157,93 1  *wwwwwx [a+h+d:b]
Me2-Em4.420 0 0 52 0 25 10 74,29 1  *wxwxrs [a+h+d:b]
Me2-Em4500 58 0 0 13 0 16 121,69 1  wwkwwx [a:h+b+c]
Me2-Em4.658 0 0 50 0 25 12 69,44 1  *wwxwres [a-+h+d:b]
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Me2-Em4.660 20 0 O 51 0 16 0,38 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em4.695 0 0 49 0 24 14 69,08 1 Fkdkkokk [a+h+d:b]
Me2-Em4.697 16 0 0 60 0 11 063 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em4.800 0 0 48 0 28 11 59,02 1 Fkdkkokk [a+h+d:b]
Me2-Em4.830 0 0 22 0 37 28 475 1 fola [a+h+d:b]
Me2-Em4.870 0 0 15 0 52 20 024 1 - [a+h+d:b]
Me2-Em4.890 0 0 32 0 43 12 1248 1 ek [a+h+d:b]
Me2-Em5.203 27 0 O 46 0 14 559 1 fale [a:h+b+c]
Me2-Em5.205 10 0 0 64 0 13 521 1 folal [a:h+b+c]
Me2-Em5.245 31 0 0 36 0 20 16,16 1 Fkdkkokk [a:h+b+c]
Me2-Em5.250 12 0 0 62 0 13 3,05 1 * [a:h+b+c]
Me2-Em5.290 14 0 0 62 0 11 175 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em5.330 60 0 0O 8 0 19 14502 1 folalalalalele [a:h+b+c]
Me2-Em5.333 56 0 0 13 0 18 116,06 1 falalaiaiaiaiel [a:h+b+c]
Me2-Emb5.343 6 0 0 67 0 14 200 1 - [a+h+d:b]
Me2-Emb5.345 7 0 0 65 0 15 89 1 faleia [a:h+b+c]
Me2-Em5.348 33 0 0 30 0 24 2519 1 falalalalaiele [a:h+b+c]
Me2-Em5.350 0 0 28 0 44 15 741 1 falaied [a+h+d:b]
Me2-Em5.360 15 0 0 57 0 15 067 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em5.470 16 0 0 61 0 10 0,73 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em5.480 8 0 0 68 0 11 849 1 ek [a:h+b+c]
Me2-Em5.540 26 0 0 45 0 16 5,11 1 ol [a:h+b+c]
Me2-Em5.545 19 0 0 49 0 19 031 1 - [a:h+b+c]
Me2-Em5.600 10 0 0 65 0 12 544 1 ** [a:h+b+c]
Me3-Em1.600 9 0 0 61 0 17 550 1 o [a:h+b+c]
Me3-Em1.630 4 0 0 70 0 13 133 1 - [a+h+d:b]
Me3-Em1.640 61 0 0 15 0 11 123,79 1 falalalalalele [a:h+b+c]
Me3-Em1.660 67 0 0O 9 0 11 161,68 1 falalaiaiaiaial [a:h+b+c]
Me3-Em2.530 0 0 34 0 41 12 1654 1 Fkkekkskok [a+h+d:b]
Me3-Em2.540 0 0 8 0 70 9 904 1 falakele [a+h+d:b]
Me3-Em2.620 0 0 6 0 71 10 200 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em2.715 0 0 44 0 30 13 46,86 1 ek [a+h+d:b]
Me3-Em2.750 0 0 23 0 4915 18 1 - [a+h+d:b]
Me3-Em2.775 0 0 37 0 39 11 22,74 1 folalalalalala [a+h+d:b]
Me3-Em2.795 0 0 21 0 50 16 0,79 1 - [a+h+d:b]
Me3-Em2.805 0 0 35 0 43 9 1643 1 folalalaioiele [a+h+d:b]
Me3-Em2.815 19 0 0 51 0 17 017 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em2.820 0 0 10 0 64 13 521 1 bl [a+h+d:b]
Me3-Em2.825 19 0 0 51 0 17 017 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em2.830 0 0 32 0 38 17 16,02 1 folalalalolalia [a+h+d:b]
Me3-Em2.850 0 0 26 0 33 28 11,44 1 ookl [a+h+d:b]
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Me3-Em3.395 23 0 0 35 0 29 664 1 ok [a:h+b+c]
Me3-Em3.400 14 0 O 49 0 24 026 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em3.410 0 0 46 0 20 21 70,32 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me3-Em3.420 20 0 0 42 0 25 1,74 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em3.645 0 0 5 0 13 19 11325 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me3-Em3.650 13 0 0 53 0 21 099 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em3.665 0 0 19 0 4325 105 1 - [a+h+d:b]
Me3-Em3.672 13 0 0 43 0 31 010 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em3.685 0 0 63 0 7 17 157,73 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me3-Em3.830 0 0 16 0 53 18 0,12 1 - [a+h+d:b]
Me3-Em3.875 6 0 0 54 0 27 720 1 ok [a:h+b+c]
Me3-Em4.515 0 0 54 0 17 16 98,71 1 fulalaiaialalad [a+h+d:b]
Me3-Em4.545 42 0 0 33 0 12 3844 1 folalalalalele [a:h+b+c]
Me3-Em4.578 0 0 37 0 40 10 21,82 1 folalalalabala [a+h+d:b]
Me3-Em4.585 0 0 31 0 3224 1969 1 folaialaiaiaial [a+h+d:b]
Me3-Em4.625 14 0 0 59 0 14 132 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em4.655 0 0 39 0 26 22 4247 1 folaialaiaiaial [a+h+d:b]
Me3-Em4.660 0 0 7 0 6416 868 1 kkk [a+h+d:b]
Me3-Em5.270 58 0 0 19 0 10 104,00 1 falalalalaiele [a:h+b+c]
Me3-Em5.400 74 0 0 8 0 5 18616 1 falalaiaiaiaiel [a:h+b+c]
Me3-Em5.600 43 0 0 31 0 13 4326 1 falalalalaiele [a:h+b+c]
Me3-Em5.630 22 0 0 56 0 9 043 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em5.660 29 0 0 50 0 8 578 1 fola [a:h+b+c]
Me3-Em5.685 74 0 0 8 0 5 18616 1 falalaiaiaiaial [a:h+b+c]
Me3-Em5.70 24 0 0 52 0 11 175 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em5.810 76 0 0 6 0 5 200,34 1 falalaiaiaiaial [a:h+b+c]
Me3-Em5.895 62 0 0 20 0 5 112,02 1 falalalalalele [a:h+b+c]
Me3-Em5.900 18 0 0 61 0 8 021 1 - [a:h+b+c]
Me3-Em5.910 0 0 65 0 16 6 13186 1 Fkkekkskok [a+h+d:b]
Me3-Em5.920 67 0 0 15 0 5 140,63 1 falalaiaiaiaial [a:h+b+c]
Me3-Em5.940 0 0 49 0 26 12 6507 1 Fkkekkkok [a+h+d:b]
Me3-Em5.950 0 0 33 0 42 12 1444 1 falaialeloa [a+h+d:b]
Me4-Em2.440 0 0 10 0 66 11 568 1 folad [a+h+d:b]
Me4-Em2.503 0 0 6 0 66 15 200 1 - [a:h+b+c]
Me4-Em2.530 2 0 0 71 0 14 o067 1 - [a+h+d:b]
Me4-Em2.543 8 0 0 69 0 10 877 1 falalaled [a:h+b+c]
Me4-Em2.557 4 0 0 71 0 12 133 1 - [a+h+d:b]
Me4-Em2.562 11 0 0 65 0 11 449 1 il [a:h+b+c]
Me4-Em2.575 0 0 12 0 47 28 068 1 - [a+h+d:b]
Me4-Em2.578 0 0 9 0 5127 320 1 * [a+h+d:b]
Me4-Em2.580 0 0 16 0 63 8 09 1 - [a+h+d:b]

-133 -



AnNexos

Me4-Em2.593
Me4-Em2.5d8
Me4-Em2.635
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Me4-Em3.380
Me4-Em3.420
Me4-Em3.450
Me4-Em3.470
Me4-Em3.530
Me4-Em3.550
Me4-Em3.575
Me4-Em4.570
Me4-Em4.630
Me4-Em4.637
Me4-Em4.675
Me4-Em4.683
Me4-Em4.730
Me4-Em4.760
Me4-Em4.775
Me4-Em4.850
Me4-Em4.865
Me4-Em5.660
Me4-Em5.680
Me4-Em5.690
Me4-Em5.715
Me5-Em2.1050
Me5-Em2.460
Me5-Em2.470
Me5-Em2.490
Me5-Em2.525
Me5-Em2.530
Me5-Em2.600
Me5-Em2.605
Me5-Em2.610
Me5-Em2.615
Me5-Em2.618
Me5-Em2.621
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Me5-Em2.624
Me5-Em2.627
Me5-Em2.630
Me5-Em2.640
Me5-Em2.650
Me5-Em2.660
Me5-Em2.670
Me5-Em2.680
Me5-Em2.685
Me5-Em2.698
Me5-Em2.700
Me5-Em2.715
Me5-Em2.730
Me5-Em2.735
Me5-Em2.745
Me5-Em2.750
Me5-Em2.755
Me5-Em2.772
Me5-Em2.820
Me5-Em2.900
Me5-Em2.980
Me5-Em3.200
Me5-Em3.485
Me5-Em3.585
Me5-Em3.598
Me5-Em4.255
Me5-Em4.355
Me5-Em4.365
Me5-Em4.410
Me5-Em4.490
Me5-Em4.495
Me5-Em4.530
Me5-Em4.554
Me5-Em4.558
Me5-Em4.570
Me5-Em4.601
Me5-Em4.602
Me5-Em4.603
Me5-Em4.604
Me5-Em4.608
Me5-Em4.618
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Me5-Em4.622
Me5-Em4.626
Me5-Em4.627
Me5-Em4.628
Me5-Em4.629
Me5-Em4.631
Me5-Em4.632
Me5-Em4.633
Me5-Em4.634
Me5-Em4.636
Me5-Em4.637
Me5-Em4.638
Me5-Em4.640
Me5-Em4.641
Me5-Em4.651
Me5-Em4.653
Me5-Em4.655
Me5-Em4.656
Me5-Em4.657
Me5-Em4.658
Me5-Em4.660
Me5-Em4.662
Me5-Em4.675
Me5-Em4.676
Me5-Em4.679
Me5-Em4.681
Me5-Em4.685
Me5-Em4.687
Me5-Em4.689
Me5-Em4.691
Me5-Em4.698
Me5-Em4.730
Me5-Em4.750
Me5-Em4.807
Me5-Em4.810
Me5-Em5.205
Me5-Em5.225
Me5-Em5.230
Me5-Em5.250
Meb5-Em5.255
Me5-Em5.265
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30,08
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Me5-Emb5.272 0 0 66 0 11 10 151,38 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me5-Em5.278 58 0 0 18 0 11 106,74 1 falaiaiaiaiaie [a:h+b+c]
Me5-Em5.283 0 0 5 0 20 13 90,83 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me5-Emb5.297 0 0 16 0 59 12 054 1 - [a+h+d:b]
Me5-Em5.298 65 0 0 10 0 12 152,11 1 falalalaieieie [a:h+b+c]
Me5-Em5.330 12 0 0 65 0 10 364 1 * [a:h+b+c]
Me5-Em5.333 0 0 4 0 32 14 3781 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me5-Em5.350 57 0 O 18 0 12 104,04 1 falaiaiaiaiaie [a:h+b+c]
Me5-Em5.380 30 0 0 45 0 12 9,00 1 ek [a:h+b+c]
Me5-Em5.3d0 0 0 17 0 53 17 0,02 1 - [a+h+d:b]
Me5-Em5.400 0 0 18 0 57 12 0,04 1 - [a+h+d:b]
Me5-Em5.450 38 0 0 26 0 23 40,33 1 falalaiaiaiaiel [a:h+b+c]
Me5-Em5.460 0 0 27 0 44 16 643 1 ok [a+h+d:b]
Me5-Em5.4d0 0 0 41 0 26 20 46,81 1 folalalalabala [a+h+d:b]
Me5-Em5.500 33 0 0 38 0 16 1747 1 falalalalaiele [a:h+b+c]
Me5-Em5.595 12 0 0 63 0 12 324 1 * [a:h+b+c]
Me5-Em5.600 9 0 0 67 0 11 7,02 1 ok [a:h+b+c]
Me5-Em5.605 34 0 0 38 0 15 1896 1 falalaiaiaiaiel [a:h+b+c]
Me6-Em6.620 14 0 0 65 0 8 223 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em6.680 0 0 18 0 61 8 021 1 - [a+h+d:b]
Me6-Em6.730 8 0 0 72 0 7 960 1 ek [a:h+b+c]
Me6-Em7.410 0 0 21 0 61 5 0,02 1 - [a+h+d:b]
Me6-Em7.450 13 0 0 65 0 9 289 1 * [a:h+b+c]
Me6-Em7540 25 0 0 53 0 9 207 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em7570 15 0 0 61 0 11 1,12 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em7.610 0 0 5 0 7111 167 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em7.675 0 0 8 0 72 7 960 1 Hkekx [a+h+d:b]
Me6-Em8.210 27 0 0 56 0 4 251 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em8.260 17 0 0 51 0 19 0,00 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em8540 18 0 0 63 0 6 033 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em8.655 12 0 0 65 0 10 364 1 * [a:h+b+c]
Me6-Em8.800 0 0 46 0 37 4 4097 1 folalalalalala [a+h+d:b]
Me6-Em8.830 0 0 22 0 54 11 063 1 - [a+h+d:b]
Me6-Em8.835 9 0 0700 8 78 1 falaied [a:h+b+c]
Me6-Em8.840 12 0 0 71 0 4 492 1 o [a:h+b+c]
Me6-Em9.440 8 0 0 75 0 1045 1 falaiede [a:h+b+c]
Me6-Em9.610 21 0 0 52 0 14 055 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em9.625 0 0 24 0 46 17 322 1 * [a+h+d:b]
Me6-Em9.650 15 0 0 61 0 11 1,12 1 - [a:h+b+c]
Me6-Em9.670 0 0 20 0 58 9 0,02 1 - [a+h+d:b]
Me6-Em9.673 16 0 0 66 0 5 132 1 - [a:h+b+c]
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Me7-Em9.525
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Me7-Em9.545 0 0 24 0 5112 196 1 - [a+h+d:b]
Me7-Em9.560 32 0 0 51 0 4 813 1 ke [a:h+b+c]
Me7-Em9.565 0 0 34 0 48 5 11,85 1 folalalaie [a+h+d:b]
Me7-Em9.575 47 0 0 32 0 8 5013 1 Fkdkkokk [a:h+b+c]
Me8-Em6.238 23 0 0 58 0 6 050 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em6.240 59 0 0 22 0 6 9887 1 Fkdkkokk [a:h+b+c]
Me8-Em6.250 0 0 0 74 0 13 2467 1 falalalaieieie [a:h+b+c]
Me8-Em6.255 21 0 0 62 0 4 000 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em6.298 0 0 73 0 11 3 17168 1 folalalaiaiaial [a+h+d:b]
Me8-Em6.300 5 0 0 78 0 4 167 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em6.420 0 0 19 0 57 11 0,00 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em6.510 0 0 37 0 24 26 4136 1 folalalaiaiele [a+h+d:b]
Me8-Em6.512 16 0 0 56 0 15 030 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em6.515 9 0 0 73 0 5 860 1 faleia [a:h+b+c]
Me8-Em6.630 15 0 0 61 0 11 1,12 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em6.655 14 0 0 63 0 10 191 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em6.668 0 0 0 69 0 18 23,00 1 falalalalaiele [a:h+b+c]
Me8-Em6.688 9 0 070 0 8 78 1 faladed [a:h+b+c]
Me8-Em6.692 13 0 0 68 0 6 346 1 * [a:h+b+c]
Me8-Em6.805 24 0 0 50 0 13 218 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em7.560 0 0 29 0 54 4 437 1 ok [a+h+d:b]
Me8-Em7.608 0o 0 7 077 3 233 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em7.641 21 0 0 60 0 6 004 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em7.649 26 0 0 58 0 3 159 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em7.666 0 0 25 0 54 8 18 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em7.674 0 0 18 0 60 9 015 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em7.693 20 0 0 56 0 11 0,07 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em7.860 0 0 18 0 63 6 033 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em8.235 0 0 47 0 33 7 4860 1 Fkkekkskok [a+h+d:b]
Me8-Em8.240 0 0 42 0 35 10 3585 1 folalalaiaiele [a+h+d:b]
Me8-Em8.250 0 0 73 0 10 4 17543 1 Fkkekkkok [a+h+d:b]
Me8-Em8.500 0 0 62 0 19 6 11477 1 folalalalalala [a+h+d:b]
Me8-Em8505 12 0 0 69 0 6 448 1 wx [a:h+b+c]
Me8-Em8.635 19 0 0 61 O 0,07 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em8.685 18 0 0 54 0 15 0,00 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em8.690 11 0 0 67 0 9 494 1 ol [a:h+b+c]
Me8-Em9.1000 23 0 O 54 0 10 097 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em9.235 28 0 0 50 0 9 494 1 bl [a:h+b+c]
Me8-Em9.250 5 0 0 68 0 14 167 1 - [a+h+d:b]
Me8-Em9.275 13 0 0 63 0 11 253 1 - [a:h+b+c]
Me8-Em9.280 13 0 0 64 0 10 2,71 1 - [a:h+b+c]
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Tabla 31. Cofactores utilizados en la deteccion de QTLs por el método CIM (Composite Interval Mapping) en las
distintas poblaciones: F2 en el 2013, F2:3 en el 2014 y en el 2015. Se indican con asteriscos los marcadores que
presentaron segregacion distorsionada (0,01 < p <0,001). NV: nimero de vainas por planta, NS: ndmero de
semillas por planta, LV: longitud de la vaina (cm), PS: peso de semilla (g), AP: altura de planta (cm), SV: nimero
de semillas por vaina, AV: ancho de la vaina (cm), DF: dias a 50 % de floracion de la parcela, DS: diametro de

semilla (cm).

NV F; (2013) NV F23 (2014) NV F2:3 (2015)
SNP_4722 208292 | SNP_1828 527761* | SNP_1828 527761*
Me8-Em7.666 AC58 SNP_115 43442*
Me5-Em2.630* | SNP_603_144655*
Me2-Em5.360
NS F, (2013) NS F2:3 (2015) LV F;(2015)
Me8-Em7.666 Mel-Em3.600* Me3-Em2.775*
Me3-Em2.750 Mel0-Em8.530 Me7-Em9.350
SNP_996 662787 Me7-Em9.450
Me2-Em5.360
PS F, (2013) PS F2:3 (2014) PS F2:3 (2015)
Me7-Em9.545 Me8-Em8.505 Me4-Emb5.680*
AA278 Me2-Em4.697 AA160
AP F; (2013) AP F33 (2014) AP F23 (2015)
Me8-Em7.674 Me5-Em5.595 SNP_603_144655*
SV F; (2013) Me6-Em7.570 AA278
D21 AA278 SV F2:3 (2014)
Mel-Em3.280* Me7-Em8.340
AV F; (2013) AV F:3 (2014) AV F2:3 (2015)
Me4-Em4.570 Me4-Em4.570 Mel-Em3.600*
Me5-Em2.750 Mel0-Em7.270 Me5-Em5.205
Me5-Em?2.745 Mel0-Em8.175
DF F; (2013) DF F:3 (2014) DF F2:3 (2015)
Me8-Em7.666 Mel0-Em6.265 Mel0-Em6.265
Me7-Em9.545 Me4-Em5.680 Me2-Em4.697
Me6-Em8.540 Mel0-Em8.175 AA278
DS F; (2013) DS F2:3 (2014) DS F.:3 (2015)
Me7-Em8.240 Me6-Em6.680 Me3-Em2.775*
AA160 Mel-Em5.255 Me7-Em9.350
Me2-Em2.762 Me5-Em2.755* Me7-Em9.450
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Anexos

Figura 15. Gréficos de LOD en funcion de la posicion genética (cM) para el andlisis de QTLs relacionados a AP
(altura de planta), DF (dias a 50 % de floracion de la parcela), LV (longitud de la vaina), AV (ancho de la vaina),
NV (ndmero de vainas por planta) NS (nimero de semillas por planta), PS (peso de semilla), SV (nimero de semillas
por vaina) en la poblacion F..
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Anexos

Figura 16. Graficos de LOD en funcion de la posicién genética (cM) para el andlisis de QTLs relacionados a AP
(altura de planta), DF (dias a 50 % de floracion de la parcela), AV (ancho de la vaina), NV (nimero de vainas por
planta), DS (diametro de semilla), PS (peso de semilla), SV (nimero de semillas por vaina) en la poblacién Fa:3
evaluada en el afio 2014.
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Anexos

Figura 17. Graficos de LOD en funcién de la posicion genética (cM) para el analisis de QTLs relacionados a AP
(altura de planta), DF (dias a 50 % de floracion de la parcela), AV (ancho de la vaina), LV (longitud de la vaina),
DS (diametro de semilla), PS (peso de semilla), NV (nimero de vainas por planta) NS (namero de semillas por
planta) en la poblacion F».; evaluada en el afio 2015.
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