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La cebada es uno de los cultivos con mayor importancia a nivel mundial, siendo el cuarto cereal mas
cultivado después del trigo, el maiz y el arroz. Las variedades de cebada cultivada pertenecen a la
especie Hordeum vulgare L. Su genoma es uno de los mas conocidos por haber sido utilizado en muchos
estudios genéticos, disponiendo ademas de una gran variabilidad genética, tanto en la especie cultivada,
debido al hecho de haber sido uno de los primeros cultivos domesticados, como en otras especies del
genero Hordeum.

Los factores mas importantes que afectan al desarrollo y a la determinacion de la floracion en
cebada son la respuesta a la temperatura, la respuesta al fotoperiodo, la vernalizacién y la precocidad
intrinseca. Por tanto, estos factores seran determinantes a la hora de elegir una buena variedad con un
fondo genético adaptado a las condiciones ambientales de cada lugar para obtener un rendimiento
Optimo del cultivo. Se ha propuesto también que variando la duracidn de las fases de pre-espigado sin
modificar el tiempo total de espigado se podria incrementar el rendimiento en cebada (Slafer et al,
2005).

El control de la floracion por fotoperiodo estda muy estudiado en Arabidopsis (dicotileddonea) en
condiciones de dia largo y en arroz (monocotiledénea) en condiciones de dia corto. En Arabidopsis la
expresion de GIGANTEA (Gl) y CONSTANS (CO) estd regulado por un reloj circadiano que coincide con un
pico de expresién de CO en horas de luz que sélo ocurre en condiciones de dia largo. La proteina CO es
un factor de transcripcién que reduce la expresion de ciertos genes, incluyendo el gen FLOWERING
LOCUS T (FT), el cual es una llave reguladora de la floracion. La cebada es una planta de dia largo, como
Arabidopsis, pero estad filogenéticamente mas cerca del arroz. Se han identificado varios genes
homdlogos de la ruta de fotoperiodo en cebada, tales como HvCO1 a HvCO9 (Griffiths et al. 2003), HvGI
(Dunford et al 2005) y HvVFT1 a HVFT5 (Faure et al. 2007)

En cebada, la variacion en el requerimiento de vernalizacidon estd determinada por tres genes
VRN-H1, VRN-H2 y VRN-H3 (HvFT1). El gen VRN-H1 codifica para un factor de transcripcién tipo MADS-
box APETALA1 (AP1) necesario para el inicio del desarrollo reproductivo en el apice de la planta
(Trevaskis et al. 2003, Yan et al.). El gen VRN-H2 es un represor dominante de la floracién (Yan et al.
2004). El gen VRN-H3 es homdlogo del gen FT de Arabidopsis (Yan et al. 2006; Faure et al. 2007). Este
gen exhibe un elevado nivel de expresién cuando su alelo dominante esta presente, lo que se traduce en
un aceleramiento de la floracion y una alternativa al requerimiento de vernalizacion (Yan et al. 2006).
Las mutaciones de pérdida de funcién en VRN-H2 permiten la expresion de VRN-H1 sin previa
vernalizacién, causando una rapida floracion bajo condiciones de dia largo (variedades primaverales).
Sin embargo, esto requiere un gen activo Ppd-H1, el cual es el mayor determinante de la respuesta al
fotoperiodo en cebada. Ppd-H1 no corresponde a ninguno de los genes CO-like de cebada. El alelo de
floracion tardia ppd-H1, de caracter recesivo, presenta una sensibilidad reducida bajo fotoperiodo largo
ya que imposibilita la funcion de este gen. A todo esto, hay que afiadir la existencia de otro gen de
respuesta al fotoperiodo, Ppd-H2 (HvFT3). Este gen causa diferencias en la fecha de floraciéon bajo
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condiciones de fotoperiodo corto (Laurie et al. 1995; Boyd et al. 2003) y ademas VRN-H2, activo bajo
fotoperiodo largo, actia como represor de este (Casao et al, 2011a).

Se han descrito otros genes que afectan a la determinacion de la floracién, independientemente
de las condiciones de vernalizacion y fotoperiodo, que generalmente se denominan loci de precocidad
intrinseca, como Eamé6 (HvCEN). En siembras de otofio, bajo las condiciones de la zona norte espafiola,
en las cuales se encuentran saturados tanto el requerimiento de vernalizacién como la respuesta a la
sensibilidad al fotoperiodo, el locus Eamé6 ha sido identificado como el mayor determinante de la fecha
de floracion (Cuesta-Marcos et al, 2008; Comadran et al, 2012). Bajo condiciones mediterraneas, este
ayuda a salvar el déficit hidrico al que se ve sometido el cultivo al final del ciclo, lo que permite un
correcto llenado de grano aprovechando los recursos disponibles.

Por otro lado, los genes de semienanismo han sido ampliamente estudiados en programas de
mejora genética de cebada para reducir la altura de la planta y mejorar su resistencia al encamado,
demostrandose que, al igual que los genes de precocidad intrinseca, alteran la fecha de floracién. El
alelo denso (mutacién del gen Hv200x2, Jia et al, 2009) cuenta con una amplia aceptacién en cebada
maltera europea. Pero éste causa ademas distintos efectos pleiotrépicos como retraso de la floracién,
bajo peso del grano y un crecimiento juvenil semipostrado (Sears et al, 1981). Sin embargo, algunas
variedades que portan este alelo presentan mejor tamafio de grano.

En esta tesis se han buscado las principales regiones del genoma implicadas en el espigado y las
fases previas a este desde la nascencia de la planta, bajo distintas condiciones controladas de
fotoperiodo y vernalizacién mediante la deteccién de QTL y la interaccién de estos tanto con el
ambiente como entre ellos. Asi como la deteccidon de QTL de espigado y parametros del rendimiento
bajo ambiente mediterrdaneo con sequia terminal, en seis ambientes diferentes.

Para ello se ha utilizado una poblacion de cebada que segrega para los principales genes
implicados en la induccion de la floracién y la respuesta al fotoperiodo, ademas de segregar para el alelo
de semienanismo denso. Dicha poblacion consta de 185 lineas BC1F5 de seis carreras procedentes del
retrocruzamiento entre las variedades comerciales Nevada (variedad primaveral de dos carreras
portadora del alelo denso y grano de alta calidad maltera) y Barbarrosa (variedad invernal de seis
carreras, altura media y baja calidad maltera). Dado que el interés de la poblacion fue la seleccion de
variedades de seis carreras se realizd una seleccién hacia este tipo en la generacion BC1F1.

En primer lugar, para una posterior deteccién de QTL se ha realizado un mapa genético de dicha
poblacién el cual consta de un total de 347 marcadores moleculares de tipo DArT, SSR e intragénicos de
los principales genes diana distribuidos en un total de 9 grupos de ligamiento. Por tanto, el grupo 2H se
encuentra dividido en dos subgrupos: 2H1 y 2H2, debido a la selecciéon solamente de lineas de seis
carreras, ya que en este grupo se encuentra uno de los principales genes implicados en la fertilidad, vrs1
(Komatsuda et al, 1998), el cual no segrega en la poblacion. Algo similar ocurre con el grupo 7H que se
encuentra dividido en los grupos 7H1 y 7H2. En este cromosoma se encuentra por ejemplo VRN-H3 para
el cual tampoco segrega la poblacidn de estudio.
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A pesar de todo ello el mapa obtenido, guarda similitud con otros mapas genéticos consenso,
como el mapa consenso de Wenazl et al (2006), guardando también los distintos marcadores utilizados
una posicion relativa a la de otros mapas como el Bin Map de Marcel et al (2007).

Para el estudio de las fases de pre-espigado se ha realizado un ensayo con la poblacién utilizando
cuatro ambientes diferentes conjugando tratamiento de vernalizacibn o no y condiciones de
fotoperiodo: largo y corto. Los parametros estudiados en este caso han sido tanto la duracién en tiempo
térmico de cada una de las fases: desde nascencia a encanado (J), de encafiado a hoja bandera
(elongacion del tallo, SE) y desde nascencia a estado de hoja bandera (FL) y espigado (F), calculandose
también el cociente entre el tiempo térmico de la elongacion del tallo y encafiado como el ratio SE/J del
cual se ha observado una alta heredabilidad, 0,73, superior al de ambas fases por separado. Asi como el
numero de hojas de cada una de las fases: nimero de hojas basales (BL), caulinares (SEL) y totales (TL),
ademas del filocrono (PHY), como grados centigrados necesarios para que se desarrolle una hoja. Se ha
encontrado una alta correlacidon entre nimero de hojas y duracion en tiempo térmico en cada una de las
fases.

Se ha realizado un analisis de varianza multi-ambiental de cada uno de los caracteres en donde se
ha encontrado un mayor peso del factor genotipico (G) que de la interaccién GxE a pesar que las
condiciones de los ambientes propuestos eran totalmente opuestas. Asi mismo al realizar los modelos
AMMI de cada una de las fases, se ha observado que el primer eje IPCA guarda una alta explicacién de la
interaccion GxE, especialmente en las fases desde nascencia hasta encafiado, hoja bandera y hasta
espigado. Ademas, en estas fases es donde existe una mayor dispersiéon de los datos, pudiendo
discriminarse entre las lineas que necesitan vernalizar y las que no. Mientras que en el caso del filocrono
y de la fase de elongacion del tallo esto no ocurre, aunque si si nos fijamos en el ratio SE/J. También
podemos claramente discriminar entre ambientes, encontrandonos que el ambiente VL (con
fotoperiodo largo y tratamiento de vernalizacién) es el mas inductivo para todas las lineas teniendo
tiempos térmicos similares e inferiores en todas las fases, mientras que L (fotoperiodo largo sin
tratamiento de vernalizacién) produce las mayores diferencias entre las lineas con genotipo invernal
(vrn-H1 Vrn-H2) y las lineas con genotipo primaveral.

Se ha realizado un analisis multi-ambiental de deteccion de QTL utilizando modelos mixtos, asi
como las interacciones entre estos, tanto con el ambiente (QTLxE) como entre ellos (QTLxQTL). Se ha
encontrado que los genes diana segregantes en la poblacién se encuentran situados en las regiones de
los principales QTL significativos para los caracteres de pre-espigado estudiados. Analizando fase a fase,
nos encontramos con que los efectos de Eamé6 no fueron detectados en la fase desde nascencia hasta
encafiado, aunque si en todas las demas fases, detectandose interacciones importantes con este gen en
todas ellas. Por tanto, el gen Eam6 esta potenciando estas fases acelerandolas con grandes efectos
sobre otros genes de floracién a partir de encafiado. Por su parte PPD-H2 fue significativo en todas las
fases bajo fotoperiodo corto, a excepcidn de la fase de elongacién del tallo. Aunque para el ratio entre
esta fase y la fase desde nascencia hasta encafiado PPD-H2 fue uno de los principales QTL detectados, lo
qgue indica que éste juega un papel crucial en el ajuste entre ambas fases sin variar el tiempo total de
espigado. Por tanto, en vista de estas diferencias podemos decir que en la poblacién NxBxB existe un
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distinto control genético entre las fases de pre-espigado y espigado. denso no fue significativo para
ningun parametro estudiado en las fases de pre-espigado de esta poblacién

Para el estudio del rendimiento y sus componentes, se han realizado seis ensayos de campo bajo
condiciones tipicamente mediterraneas, donde se dio una fuerte sequia terminal al final del ciclo del
cultivo en cinco de los ambientes, y, ademas, uno de estos cinco fue realizado bajo siembra primaveral.
En todos ellos se han estudiado tanto el rendimiento, como los para parametros de llenado de grano,
peso de mil semillas y peso especifico, granos por metro cuadrado y longitud y nimero de granos por
espiga. De la misma manera se ha estudiado también la altura de planta, donde la segregacion del alelo
denso queda claramente reflejada, asi como el tiempo hasta espigado de cada una de las lineas.

De la misma manera que en el estudio de las fases de pre-espigado se ha realizado un analisis de
varianza multi-ambiental, los modelos AMMI y la deteccidon de QTL mediante modelos mixtos de cada
uno de los parametros estudiados.

Se ha visto que el rendimiento estd altamente influenciado por el ambiente. Los parametros
estudiados con mayor componente genético fueron el peso de mil semillas y los parametros
relacionados con la espiga, tanto granos por espiga como la longitud de esta, guardando estos una alta
correlacion entre ellos. Ademas, la interaccion entre los distintos QTL detectados estuvo también
fuertemente influenciada por el ambiente, siendo significativas distintas interacciones QTLxQTL para
rendimiento y sus pardmetros en funcién del ambiente estudiado.

El alelo denso tuvo una fuerte repercusion en lo que respecta al rendimiento de las lineas de la
poblacién NxBxB, viéndose también involucrado en la gran mayoria de interacciones QTLxQTL de
rendimiento y sus parametros.. Tuvo grandes efectos en la fecha de espigado de los ensayos de campo
realizados, retrasando notablemente la fecha de espigado. Mientras que en lo que respecta a
rendimiento y pardmetros de llenado de grano, tuvo una repercusiéon claramente negativa,
probablemente debida al retraso de espigado que este provoca, y, por consiguiente, mayor exposicion a
la sequia terminal que sufrieron las lineas en este estudio. Sin embargo, un considerable nimero de
lineas portadoras de este alelo respondieron positivamente a lo que rendimiento se refiere en varios de
los ambientes de estudio.

Haciendo una comparacion entre los QTL de espigado detectados en ambos estudios realizados
con esta poblacién (de rendimiento y fases depre-espigado) encontramos que estos coinciden con los
principales genes de vernalizacion VRN-H1 y VRN-H2, este segundo sélo se detecta en condiciones
controladas bajo fotoperiodo largo, pero no bajo fotoperiodo corto ni en campo. Asi mismo resultaron
significativos los genes de sensibilidad a fotoperiodo PPD-H1 y PPD-H2, el primero bajo fotoperiodo
largo y el segundo bajo fotoperiodo corto, asi como Eamé, el cual provoca un adelanto de la fecha de
espigado. Ademas, otro QTL en 3H se detectd tanto para alcanzar el estado de hoja bandera como para
el tiempo total de espigado en el estudio de las fases de pre-espigado, el cual ha sido significativo en el
estudio del rendimiento para parametros como altura y rendimiento.

\
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La influencia de genes relacionados con la floracion en el rendimiento ha sido muy alta, destacando
la influencia de VRN-H1 en el rendimiento, pero especialmente la influencia de la presencia de Eamé6 en
la poblacion. Este ha causado grandes diferencias no sdlo en el adelanto del espigado, sino también en
mayores rendimientos y mejores llenados de grano, reafirmando la importancia de este bajo
condiciones Mediterraneas para incrementar el rendimiento, salvando la sequia terminal del ciclo, en
beneficio de un correcto llenado de grano. Sin embargo, el alelo tardio ha incrementado los parametros
relacionados con longitud y nimero de granos por espiga. En este sentido, encontramos que de manera
general los alelos que incrementan los pardmetros de llenado de grano tienen una repercusion positiva
en el rendimiento, mientras que un mayor numero de granos por espiga y longitud de esta
repercutieron negativamente, lo cual queda de manifiesto también en las correlaciones que existen
entre el rendimiento y estos parametros.

En cuanto a PPD-H2 se ha encontrado que bajo las condiciones de este estudio podria aportar un
beneficio con respecto peso especifico, por tanto un correcto llenado de grano, de manera que la
sensibilidad a fotoperiodo corto ha sido beneficiosa tanto para este, como para el desarrollo vegetativo,
en cuanto a una mayor altura de las plantas, principalmente cuando la sequia terminal del ciclo no fue
extrema asi como bajo siembra primaveral cuando las plantas estuvieron expuestas solamente a
fotoperiodos largos. Esto ha ocurrido a pesar de que este gen es considerado de sensibilidad a
fotoperiodo corto, por lo que su funcién podria ir mas alla de las primeras fases del ciclo del cultivo,
repercutiendo en el llenado de grano.

Ademas, se han detectado otros dos QTL robustos para llenado de grano no relacionados con la
fecha de espigado en la poblacién de estudio. Uno de ellos en el grupo de ligamiento 1H, cuyos alelos
procedentes de Barbarrosa incrementan estos parametros, incrementando los de Nevada el nimero de
granos por metro cuadrado. Y el otro en el grupo 5H, siendo los alelos de Nevada en esta ocasion los
gue incrementan tanto peso de mil semillas como peso especifico. Estos han sido utilizados junto con
Eam6 y PPD-H1 para realizar una seleccion de las lineas de esta poblacion con alto potencial de
rendimiento. Las lineas seleccionadas se han dividido segin el alelo de PPD-H2 que poseen,
indistintamente de si portal denso o no. Asi, se ha comprobado el comportamiento en cuanto a
rendimiento de estas lineas, concluyendo que si se elimina de la seleccidon el QTL en 5H, la mayoria de
las lineas con mayores rendimientos medios en el modelo AMMI para rendimiento se encuentran en

esta seleccidon, muchas de ellas con PPD-H2 activo, y, por tanto, sensibles a fotoperiodo corto.

Sin embargo, se ha realizado otra seleccidon en funcion del ratio SE/J, con la finalidad de buscar
lineas con tiempos de encafiado minimizados con los maximos tiempos de elongacién del tallo sin variar
el tiempo de espigado como proponen Slafer et al (2005) para intentar incrementar el rendimiento en
grano. Pero en esta ocasion tan solo una linea de las seleccionadas bajo este criterio se encuentra entre
las de mayores rendimientos, tanto en los distintos ambientes por separado, como bajo el modelo
AMMI de rendimiento. Por tanto, bajo las condiciones de este estudio y para este fondo genético, la
hipotesis de incrementar el rendimiento aumentando el tiempo de la fase de elongacidn del tallo sin

variar el tiempo total de espigado no es valida.

Vil
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summary

Barley is one of the most important crops in the world because it is the fourth most cultivated
cereal after wheat, corn and rice. Cultivated varieties belong to the species Hordeum vulgare L. Barley
has been used in many genetic studies so its genome is one of the most known. It has a great genetic
variability, both in the cultivated species, due to the fact of having been one of the first domesticated
crops, as in other species of the genus Hordeum.

The most important factors that affect the development and determination of flowering in
barley are the response to temperature, the response to photoperiod, vernalization and intrinsic
precocity. Therefore, these factors will be decisive when choosing a good variety with a genetic
background adapted to the environmental conditions of each place to obtain optimum crop yield. It has
also been proposed that by varying the duration of the pre-heading phases without modifying the total
heading time the barley yield could be increased (Slafer et al, 2005).

The control of flowering by photoperiod is very studied in Arabidopsis (dicotyledonous) under
long day conditions and in rice (monocotyledonous) in short day conditions. In Arabidopsis the
expression of GIGANTEA (Gl) and CONSTANS (CO) is regulated by a circadian clock that coincides with a
peak of CO expression in hours of light that only occurs in long day conditions. CO protein is a
transcription factor that reduces the expression of certain genes, including the FLOWERING LOCUS T (FT)
gene, which is a key regulator of flowering. Barley is a long-day plant, like Arabidopsis, but it
is phylogenetically closer to rice. Several homologous genes have been identified from
the photoperiod pathway in barley, such as HvCO1 to HvCO9 (Griffiths et al., 2003), HvG/ (Dunford et
al 2005) and HVFT1 to HVFT5 (Faure et al., 2007).

In barley, the variation in the vernalization requirement is determined by three genes: VRN-
H1, VRN-H2 and VRN-H3 (HvVFT1). VRN-H1 codes for a MADS-box type transcription factor APETALA1
(AP1) necessary for the initiation of reproductive development at the apex of the plant (Trevaskis et al.,
2003, Yan et al.). VRN-H2 is a dominant repressor of flowering (Yan et al., 2004). VRN-H3 is homologous
to FT of Arabidopsis (Yan et al., 2006, Faure et al., 2007). This gene exhibits a high-level of expression
when dominant allele is present, which translates into an acceleration of flowering and an alternative to
the requirement of vernalization (Yan et al., 2006). Mutations of loss of function in VRN-H2 allow the
expression of VRN-H1 without prior vernalization, causing rapid flowering under long day conditions
(spring varieties). However, this requires an active PPD-H1, which is the major determinant of
the photoperiod response in barley. PPD-H1 does not correspond to any of the CO-like genes of barley.
The late flowering allele ppd-H1, of a recessive nature, has a reduced sensitivity under along
photoperiod since it makes the function of this gene impossible. To all this, we must add the existence
of another photoperiod response gene, PPD-H2 (HvFT3). This gene causes differences in the date of
flowering under short photoperiod conditions (Laurie et al., 1995; Boyd et al., 2003) and, in
addition, VRN-H2, active under long photoperiod, acts as a repressor of this (Casao et al, 2011a).

Vil
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Other genes that affect the determination of flowering have been described, independently of
the conditions of vernalization and photoperiod. These are generally called intrinsic precocity loci, such
as Eamé6 (HvCEN). Eamé6 has been identified as the major determinant of the flowering date under the
conditions of the northern Spanish zone, when vernalization requirement and photoperiod sensitivity
are saturated (Cuesta-Marcos et al, 2008; Comadran et al, 2012). This is because under the strong water
deficit to which the crop is subjected at the end of the cycle, a major precocity helps to a correct filling
of grain under Mediterranean conditions.

On the other hand, semi-dwarf genes have been extensively studied in breeding programs of
barley. These reduce the height of the plant and improve its resistance to lodging, but they modify the
date of flowering too. The denso allele (mutation of the Hv20ox2 gene, Jia et al, 2009) has a wide
acceptance in European malting barley. This also causes different pleiotropic effects such as delayed
flowering, low grain weight and semi-reduced juvenile growth (Searset al, 1981). However, some

varieties that carry this allele have a better grain size.

In this thesis, QTL involved in flowering and pre-heading date phases have been sought under
different controlled conditions of photoperiod and vernalization. In addition, the detection of heading
date QTL and yield QTL under Mediterranean environment with terminal drought, in six different

environments.

For this, a BC1F5 population of 185 line barley has been used. This population segregates for the
main genes of flowering and photoperiod,in addition to segregate for the semi-dwarfism
allele, denso. This population comes from backcrossing between the commercial varieties Nevada
(spring variety oftwo rows and high quality malting grain, carrying the dense allele
and Barbarrosa (winter variety of six rows, average height and low malting quality). Given that the
interest of the population was the selection of varieties of six rows, a selection was made towards this
kind of lines in the BC1F1 generation.

First, a genetic map of this population has been made. This have a total of 347 markers
(DArT, SSR and intragenic molecular markers of the main target genes) distributed in a total of 9
linkage groups . Therefore, the 2H group is divided into two subgroups: 2H1 and 2H2, due to the
selection of only six rows lines since in this group one of the main genes involved in fertility
of spikelets is located, vrs1 (Komatsuda et al., 1998). Something similar happens with the group 7H that
is divided into the groups: 7H1 and 7H2. In this chromosome, for example, VRN-H3 is found, for which it
also does not segregate the study population.

Despite all this, the map obtained is similar to other consensus genetic maps, such as the
consensus map of Wenzl et al (2006), also keeping the markers used a position relative to that of other
maps such as the Bin Map of Marcel et al. (2007).

For the study of the pre-heading phases, a trial was conducted with the population using four
different environments combining vernalization treatment or not and photoperiod conditions: long and
short. The parameters studied in this case have been both the duration in thermal time of each of the

phases: from nascence to jointing (J), from jointing to flag leaf (stem elongation, SE) and from nascence
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to flag state (FL) and flowering (F), calculating also the ratio between the thermal time of the elongation
of the stem and jointing (SE/J). A high heritability has been observed in this ratio, 0.73, superior to that
of both phases separately. In addition, the number of leaves of each one of the phases: number of basal
leaves (BL), main stem leaves (SEL) and total leaves (TL), in addition to the phylocron (PHY), as degrees
centigrade necessary for the development of a leaf. A high correlation was found between number of
sheets and duration in thermal time in each of the phases.

A multi-environmental analysis of variance of each of the characters has been performed. A
greater weight of the genotypic factor (G) has been found than of the GxE interaction, even though the
conditions of the proposed environments were totally opposite. Likewise, when performing the AMMI
models of each of the phases, it has been observed that the first IPCA axis keeps a high explanation of
the GxE interaction, especially in the phases from nascence to jointing, flag leaf and even flowering. In
addition, in these phases is where there is a greater dispersion of data, being able to discriminate
between the lines that need to vernalize and those that do not. While in the case of the phylocron and
the stem elongation phase this does not happen, but yes if we look at SE / J. We can also clearly
discriminate between environments, finding that the VL (environment with
long photoperiod and vernalization treatment) is the most inductive for all lines having similar and lower
thermal times in all phases, while L (long photoperiod without vernalization treatment) produces the
greatest differences between the lines with winter genotype (vrn-H1 Vrn-H2) and the lines with

spring genotype.

A multi-environmental QTL detection was performed using mixed models, as well as the
interactions between them, both with the environment (QTLxE) and between them (QTLxQTL). It has
been found that the segregating target genes in the population are located in the regions of the
main QTL significant for the pre-heading characters studied. Analyzing phase by phase, we found that
the effects of Eam6 were not detected in the phase from nascence to jointing, although in all other
phases, significant interactions with this gene were detected in all of them. Therefore, Eam6 is
accelerating these phases with great effects on other flowering genes starting from jointing. On the
other hand, PPD-H2 was significant in all the phases under short photoperiod, with the exception of the
stem elongation phase. Although for the ratio between this phase and the phase from nascence to
jointing PPD-H2 was one of the main QTL detected. This indicates that PPD-H2 has an important role in
the adjustment between both phases without changing the total time of spike. Therefore, in view of
these differences we can say that in the NxBxB population there is a different genetic control between
the pre-heading phases and flowering. denso was not significant for any parameter studied for pre-
heading phases and flowering of this population.

For the study of yield and its components, six field trials have been conducted under typical
Mediterranean conditions, where there was a strong terminal drought at the end of the crop cycle in
five of the environments. One of them was carried out under spring sown. In all of them, yield has been
studied. Parameters for grain filling, weight of a thousand seeds and specific weight, grains per square
meter and length and number of grains per spike has been studied too. In the same way, the height of
the plant has also been studied. The segregation of denso is clearly reflected, as well as the delay in
heading date that this causes.
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In the same way that in the study of the pre-heading phases, an analysis of multi-environmental
variance, AMMI models and QTL detection using mixed models have been carried out of each of the
parameters.

It has been seen that yield is highly influenced by the environment. The parameters studied with
the greatest genetic component were the weight of a thousand seeds and the parameters related to the
spike, both grains per spike and its length, keeping a high correlation between them. In addition, the
interaction between the different QTL detected was also strongly influenced by the environment, with
different QTLxQTL interactions for yield and their parameters being significant depending on the
environment studied.

denso had a strong impact on the yield of NxBxB population, and was also involved in the vast
majority of QTLxQTL. It had great effects on the date of flowering, notably delaying heading date. While
it had a clearly negative impact on yield and grain filling parameters. Probably this effect is due to the
delayed in heading date that it causes, and, consequently, greater exposure to the terminal drought
suffered by the lines in this study. However, a considerable number of lines with denso allele responded
positively to what yield is reported in several of the study environments.

If we compare the flowering time QTL detected in both studies carried out with this population
(yield and pre-heading phases), we find that these coincide with the main vernalization genes: VRN-H1
and VRN-H2. The second one was only detected under controlled conditions under
long photoperiod, but not under short photoperiod or in the field. Likewise, the photoperiod sensitivity
genes PPD-H1 and PPD-H2 were significant, the first under long photoperiod and the second under
short photoperiod, as well as Eam6, which causes an advance in the date of spike. In addition,
another QTL in 3H was detected both to reach the state of the flag leaf and to the total time of flowering
in the study of the pre-heading phases. A QTL in a similar region has been significant in the study of yield
for parameters such as height and performance.

The influence of flowering genes on yield has been very high, highlighting the influence of VRN-
H1 on yield, but especially the influence of the presence of Eamé6 on the population. This has caused
great differences not only in an earlier heading date, but also in higher yields and better filled with grain.
This fact reaffirms the importance of this under Mediterranean conditions to increase the yield, saving
the terminal drought of the cycle, in benefit of a correct filling grain. However, the late allele of Eam6
has increased the parameters related to length and number of grains per spike. In this sense, we found
that in general, the alleles that increase the parameters of grain filling have a positive impact on yield.
While a greater number of grains per spike and length of this one had negative repercussions, which is
also evident in the correlations that exist between yield and these parameters.

Regarding PPD-H2 has been found that under the conditions of this study it could provide a
benefit with respect to specific weight, therefore a correct grain filling. So that the sensitivity to short
photoperiod has been beneficial both for this and for the vegetative development, as far as a greater
height of the plants, mainly when the terminal drought of the cycle was not extreme as well as under
spring sowing when the plants were only exposed to long photoperiods. This has occurred despite the

Xl
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fact that this gene is considered sensitive to short photoperiod. So its function could go beyond the first
phases of the crop cycle, affecting the grain filling.

In addition, two other robust QTL have been detected for grain filling not related to heading
date in the study population. One of them in linkage group 1H, whose alleles from Barbarrosa increase
these parameters, increasing those of Nevada the number of grains per square meter. And the other in
the group 5H, being the alleles of Nevada this time those that increase as much weight of a thousand
seeds as specific weight. These have been used together with Eamé6 and PPD-H1 to make a selection of
the lines of this population with high yield potential. The selected lines have been divided according to
the allele of PPD-H2 they have, regardless of whether they carried denso or not. Thus, the behavior in
terms of yield of these lines has been verified, concluding that if the QTLin 5H is eliminated from the
selection, most of the lines with higher average yields in the AMMI model for yield are found in this
selection, many of them with active PPD-H2, and, therefore, sensitive to short photoperiod.

However, another selection has been made based on the SE/J ratio, in order to look for lines
with minimized jointing times with the maximum stem elongation times without varying the heading
date, as proposed by Slafer et al (2005) to increase grain yield. However, this time only one line of those
selected under this criterion is among the highest yields, both in the different environments separately,
and under the AMMI performance model. Therefore, under the conditions of this study and for this
genetic background, the hypothesis of increasing yield by increasing the time of the stem elongation
phase without changing the total time of flowering is not valid.
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Introduccion general

1. Nociones generales de la cebada

1. 1.1 Descripcion general

La cebada es uno de los cultivos con mayor importancia a nivel mundial, ya que es el cuarto cereal
mas cultivado después de trigo, maiz y arroz, encontrandose ampliamente representado en todos los
continentes por su gran adaptacién a las diferentes condiciones ambientales (Schulte et al, 2009; Tester
y Langridge 2010).

La cebada fue uno de los primeros cereales domesticados. Existen muchas referencias antiguas a la
cerveza y a la cebada ya en el temprano Egipto que datan de mds de 5000 afios de antigliedad (.
Probablemente la cebada se origind en el area del creciente fértil (Mascher et al, 2016; Kernich et al,
1995).

Las variedades de cebada cultivadas pertenecen al género Hordeum, concretamente a la especie
Hordeum vulgare L. que es miembro de la tribu Triticeae de la familia Gramineae (Briggs, 1978; Kernich
et al, 1995). La especie Hordeum vulgare L. consta de dos subespecies: vulgare y spontaneum (cebadas
silvestres) (Blattner, 2018; Mascher et al 2016). Son plantas herbdaceas, anuales y hermafroditas de
fecundacién autdgama. Evidencias moleculares han revelado que existe una considerable homologia
entre la cebada, el trigo y el arroz. Entre los Hordeum silvestres hay especies diploides, tetraploides y
hexaploides, pero la especie cultivada es diploide (Blattner, 2018; Nishikawa et al, 2001).

2. 1.2 Morfologia y arquitectura de planta de la cebada: implicaciones en el
rendimiento en grano

El sistema radicular de la cebada, al igual que el de otras especies de la familia Triticeae, esta
compuesto de raices primarias o seminales y de raices secundarias, adventicias o coronarias.

Las raices primarias (de cinco a seis en trigo y cebada) son funcionales normalmente desde la
emergencia hasta el comienzo del ahijado, mientras que las secundarias nacen del nudo de ahijamiento,
para ir sustituyendo progresivamente a las primeras. Las raices secundarias son de tipo fasciculado y se
extienden oblicuamente en todas direcciones. En comparacion con el trigo la cebada tiene raices mas
superficiales y menos importantes.
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El sistema aéreo esta formado por tallos que parten de una zona situada en la base de la planta que
se denomina nudo de ahijamiento. Cada tallo porta las hojas y en su extremo termina en la
inflorescencia.

Los tallos formados por nudos y entrenudos, los primeros estan rellenos y lignificados y son zonas
meristematicas a partir de las cuales se alargan los entrenudos y se diferencian las hojas. Cada nudo es
el punto de unién de una hoja y el nimero de estas estd directamente relacionado con la fecha de
floracidn, ya que en plantas mas tardias el nimero de hojas sera mayor.

Las hojas se disponen alternas y en dos filas a lo largo del tallo. Cada hoja tiene dos partes: la vaina,
gue es la zona inferior que envuelve el entrenudo y el limbo o zona superior. Las vainas estan sujetas a
nivel del nudo, encajandose unas en otras cuando son jovenes, formando un tubo cilindrico alrededor
del tallo. El limbo tiene unas nerviaciones paralelas y es mas largo que ancho. En la unidn del limbo y Ia
vaina existe una pequefia membrana no vascular, mas o menos alargada y dentada Ilamada ligula y a
cada lado de esta, en la base del limbo, se encuentran las estipulas que son glabras y muy abrazadoras.

La inflorescencia es tipo espiga cuya unidad morfoldgica basica es la espiguilla, lo que difiere con
otras especies de Triticeae como el arroz. En el caso de la cebada, esta espiga consta de tres espiguillas
por articulacion del raquis y una sola flor por espiguilla la cual se encuentra envuelta por dos glumillas
denominadas lema y palea. La espiguilla esta flanqueada por las dos glumas, uniéndose al eje principal
de la inflorescencia o raquis. Cuando las tres espiguillas son fértiles, lo que hace que nos encontremos
con tres granos por articulacién, estamos hablando de cebadas de seis carreras, mientras que cuando
solo la espiguilla central es fértil, hablamos de cebadas de dos carreras. Por su parte, las flores contienen
tres estambres cada una, con anteras en forma de “X”, un ovario formado por un solo carpelo
encerrando un évulo y con dos estilos cuyos estigmas son plumosos. En la base del ovario hay dos
pequeiias escamas llamadas glomélulas o lodiculas.

El fruto es seco e indehiscente, llamado caridpside, quedando el grano encerrado en el tegumento
del fruto, llamado pericarpio, que proviene de los tejidos del ovario. En todas las variedades cultivadas
en la actualidad en Espaia el grano es vestido, es decir, las glumillas, lema y palea de la flor se adhieren
al grano en el momento de la madurez, permaneciendo en el grano después de la trilla.

Como trataremos mas adelante existen también factores genéticos que interfieren tanto en la
arquitectura de la planta (como los genes de semienanismo), como en la arquitectura de la propia
inflorescencia lo que puede llegar a causar grandes variaciones en el rendimiento del cultivo.

2. Situacién actual del cultivo de la cebada

2.1 Situacién europea del cultivo de cereales

En 2016, la produccion de cereales en los 28 miembros de la Unidn Europea, incluyendo el arroz, fue
de alrededor de 301 millones de toneladas, con una tendencia a la baja frente a campafias anteriores.
Esto representa el 11,6% de la produccidn mundial de cereales (Eurostat, 2017).
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Trigo, maiz y cebada en este mismo afio representaron el 85,4% de la produccién de cereales en
la Unidén Europea. El 19,9% de esta produccién europea representé la produccién de cebada de este
ano, frente al 44,7% que supuso la produccién de trigo.

Otros
9.3%

Centeno y mezcla de
cereales de invierno
0

Avena

2.7% \

Trigo comUn

EU-28 total:
Cebada 301.3 y espelta
19.9% millones de 4.7%
toneladas

Maiz
20.8%

Nota: 'Cereales totales' incluye la produccion de cereales grano (incluyendo la reservada para semilla). 'Otros' incluye el arroz, triticale,
sorgo, mijo, etc.

Grafica 1. Porcentajes de produccién de los principales cereales grano en Europa en el afio 2016 segun datos de Eurostat 2017.

En cuanto a paises se refiere, Francia conté con alrededor de un quinto de la produccién de
cereales, de manera que Francia produjo el 18% de la produccidon de cereales de la Unién Europea,
seguido de Alemania que aporté el 15,1% y Polonia el 9,9%, contribuyendo entre los tres al 43% de la
produccion de la Unién Europea. Espafia se situd en el siguiente lugar, con un 8% de la produccién
europea. En cuanto a especies, Francia fue el mayor productor de trigo, mientras que Alemania lo fue de
cebada, con un 17,9% de la produccion total de cebada de los miembros de la Unidn Europea.

En 2016, la relativamente Buena cosecha de cereales, combinada con el suficiente stock y, en
general la tendencia a la baja del mercado comun, han llevado a la caida del precio del cereal. Este bajo
un 8,5% comparado con el afio anterior y un 21,4% si lo comparamos con la media de los ultimos 5 afios.
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Cereales Otros
Trigo Maiz Cebada Avena (incluyendo
Totales

arroz)

U.E-28 301358 134558 62793 60082 8123 7689
Francia 54209 27560 11941 10435 347 98

Alemania 45401 24329 4018 10731 536 3174

Polonia 29849 10828 4343 3441 1358 2395
Espafia 24115 6815 4070 9176 1110 435
Reino Unido 21965 14383 19 6655 816 49
Rumania 21765 8406 10746 1817 381 26
Italia 18219 2989 6840 988 260 13

Tabla 1.Produccidn de los principales productores de cereales de los 28 miembros de la Unién Europea en miles de toneladas.

2.2 Situacién especifica en Castillay Ledn

Castilla y Ledn es la primera region en superficie dedicada a los cereales, que ocupan el 64% de sus
tierras de cultivo. Se dedican cerca de 2,3 millones de hectareas al cultivo de los cereales, lo que supone
algo mas de un tercio de la superficie nacional. Se trata, ademas, de la primera region de Espafia en
superficie de cebada, con 1,25 millones de hectareas de las que se obtienen el 34% de la produccién
nacional, trigo, 0,65 millones de hectareas y el 26% de la produccidn nacional, maiz, 0,15 millones de
hectareas y centeno, 0,07 millones dehectareas, y la segunda en superficie de avena, 150.000 hectareas,
detras de Castilla La Mancha. Por provincias destaca, Burgos, con mas del 25% de la superficie de trigo y
el 18% de cebada, Valladolid con el 24% de la superficie de cebada y Ledn con el 49% de la superficie de
maiz segun la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la junta de Castilla y Ledn. Las producciones se
situan alrededor de los 8 millones de toneladas anuales, un 38% de la produccidn nacional.

Distribucion de la produccion de cereal grano en 2016

%

3‘73
BN

3%

H Trigo semiduro y blando M Cebada de 6 carreras Cebada de 2 carreras

Avena H Centeno = Maiz

Grafico 2. Distribucidn de la produccion de los distintos cereales grano en Castilla y Ledn en el afio 2016 segun la junta de Castilla y Ledn.
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En Castilla y Ledn destacan los denominados cereales de invierno: trigo, cebada, avena y centeno, de

los que Castilla y Ledn posee mas de la tercera parte de la superficie nacional. Aunque una presencia
similar supone la superficie que tienen los cereales de primavera.

Distribucidén provincial de superficie y produccion de
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Grafica 3. Datos de superficie y produccion de cebada en las distintas provincias seglin datos de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la
junta de Castilla y Leon.
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3. Revisién bibliografica

3.1 El genoma de la cebada

El tamafio y la complejidad del genoma de la cebada (Hordeum vulgare), y otras especies
relacionadas como el trigo (Tritticum aestivum), implican un gran obstaculo a la hora de desarrollar
diferentes estrategias de seleccién y programas de mejora genética.

La cebada (Hordeum vulgare) es una especie diploide que contiene 7 pares de cromosomas
(2n=2x=14). El tamano de su genoma es de 5,1 giga pares de bases (Gpb) (Dolezel et al, 1989), un
tamano considerablemente grande y con gran complejidad, aunque ligeramente inferior a la del trigo,
especie halohexaploide (AABBDD) que cuenta con tres genomas diploides procedentes de varias
especies originales (2n=6x=42) con un tamano que triplica al de la cebada (17 Gpb) (The International
Wheat Genome Sequencing, 2014). Aunque esta complejidad si es mucho mayor que en especies como
Brachipodium, la cual es considerada especie modelo para estudios de genética y gendmica en cereales.

3.2 Los mapas genéticos y su uso en mejora

Un mapa genético o de ligamiento es una representacion, en forma de tabla o grafico, de la posicidon
de los genes o marcadores dentro de un grupo de ligamiento. Las posiciones del mapa son estimadas
desde las frecuencias de recombinacién estimadas entre los marcadores.

Los principales usos de los mapas genéticos son los siguientes:

e! Conocer el orden de los genes/marcadores en un genoma.

o! Predecir la probabilidad de que ocurran determinados gametos, por lo tanto determinados
genotipos.

o! |dentificar los sitios del genoma con alta y baja tasa de recombinacién.

e! Agrupar los individuos segun su genotipo.

o! Detectar la posicién en el genoma de caracteres cuantitativos.

o! Realizar seleccion indirecta de genes de interés estrechamente ligados a un marcador.

el Obtener datos sobre posibles reordenamientos cromosdmicos por comparacion de mapas
genéticos de especies relacionadas.
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Los primeros mapas genéticos contenian, en muchos casos, tan solo unos pocos marcadores
morfoldgicos, representando principalmente genes para los cuales se disponia de fenotipos mutantes.
Generalmente, tan solo dos o tres marcadores de genes estaban segregando simultdneamente, de
manera que los mapas genéticos tenian que ser establecidos a partir de un numero de diferentes
poblaciones experimentales. No obstante, incluso antes de la llegada de los marcadores moleculares, se
construyeron un elevado numero de las llamadas “lineas multimarcadores” en especies tales como
cebada, maiz o Arabidopsis. Estas lineas llevaban alelos mutantes en gran nimero de loci, para que
estos loci segregaran simultdneamente en la F2 cuando se cruzaban estas lineas con lineas silvestres (no
mutantes). El problema con este tipo de lineas es que muy a menudo se obtienen fenotipos sesgados, ya
gue muchos mutantes tienen caracteres con un efecto deletéreo, como por ejemplo deficiencia en
clorofila, enanismo, malformacion de las flores...etc. De manera que tales lineas eran dificiles de
mantener, y ademas, el fenotipo de un mutante a menudo sélo puede ser claramente reconocido en
ausencia de otra mutacion.

Con el descubrimiento de los marcadores moleculares los problemas de herencia de estas “lineas
multimarcadores” desaparecieron. A nivel de DNA la cantidad de variacién es tan grande, que en un
cruzamiento cualquiera entre dos genotipos mas de mil marcadores pueden estar segregando
simultdaneamente.

Un marcador genético se define como cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente y
utilizada en el andlisis genético, por tanto, un marcador genético es un locus marcador que tiene que ser
polimédrfico, (Nuez y Carrillo, 2000). Como marcador puede utilizarse con una doble finalidad, para
marcar o sefialar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o marcar otro locus préximo que
controle algln caracter de interés. Los tipos mas importantes (Cubero, 2003) son:

e! Morfoldgicos: son visibles o facilmente detectables, aunque normalmente hay que esperar al
desarrollo completo de la planta para su manifestacion. No muestran codominancia y suelen

afectar a mas de una funcion.

e! Isoenzimas: son variantes de una enzima y por tanto expresion directa de una serie alélica. Son
codominantes y lo que unido a su bajo coste los ha hecho material de trabajo ideal durante

mucho tiempo. Pero son insuficientes para formar mapas saturados en el reino vegetal.

ol RFLP: (Restriction Fragment Length Polymorphism): fueron los primeros marcadores de ADN en
aparecer, pues permitieron por primera vez la construccién de mapas saturados. Estan
formados por secuencias muy largas. El problema es su coste y que hay que utilizar

radiactividad.

el RAPD: (Random Amplified Polymorphic DNA): estan basados en las técnicas de PCR, es rdpida,
sencilla y econémica y permite mapear cientos de marcadores en poco tiempo. No es

codominate. Esta técnica es muy utilizada para construir mapas preliminares.
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AFLP: (Amplified Fragment Length Polymorphism): Combina caracteristicas de los dos

anteriores.

SCAR: (Sequence Characterised Amplified Region): Consiste en un fragmento de ADN gendmico

gue se identifica por amplificacion mediante PCR usando un par de cebadores especificos.

Microsatélites: (STMS: Sequence Tagged Microsatellite Sites; SSR: Short Sequence Repeats): Se
basan en ADN de una maximo de 100 pares de bases. El nimero de poliformismos es muy
elevado, son codominates de alta reproductividad y dan lugar a puntos fijos de mapa. El
analisis también se hace por PCR, lo cual es otra ventaja. La desventaja es que son de elevado
coste.

STS: (Sequence Tagged Sites): se obtienen secuenciando ADN complementario y consiguiendo

asi secuencias de ADN codificante, l6gicamente son secuencias Unicas.

ol SNP: (Single Nucleotide Polymorphisms): Consiguen detectar cambios en un solo
nucledtido, aunque hay que amplificar por PCR la region de ADN a estudiar. Este analisis tiene
utilidad para sondear variaciones alélicas dentro de un gen o, en general, dentro de un
segmento de ADN conocido. En la cebada, los marcadores morfoldgicos han sido utilizados por
Cross (1994) para la identificacién de una coleccion de cebadas de primavera, y por Bahrman et
al (1999), para el analisis de la diversidad de una coleccion de variedades antiguas francesas. Los
marcadores morfolégicos tienen sus limites en los estudios de diversidad, fundamentalmente
por el nimero de caracteres disponible. Por eso, la mayoria de los estudios recientes utilizan
marcadores moleculares. Estos marcadores permiten una caracterizacion de la diversidad mas
potente y precisa. Los RFLPs son los primeros marcadores moleculares que se emplearon para
este fin. Diferentes autores utilizaron estos marcadores para estudios de diversidad en cebada
con éxito, como Saghai-Maroof et al, (1994a) en la evaluacién de cultivares de cebada de calidad
maltera, o Casas et al, (1998), quienes emplearon los RFLPs para estudiar la diversidad genética
de un conjunto de variedades de cebada cultivadas en Espafia. El descubrimiento de las
técnicas basadas sobre la PCR, hizo que los investigadores se dirigieran mas a este tipo de
marcadores, de uso mas facil. Los RAPDs y los AFLPs, son los primeros métodos basados en esta
técnica. Los dos se manejaron mucho en estudios de diversidad en cebada. Manninen y Nissila
(1997) usaron RAPDs para la evaluacién de la diversidad de la cebada de seis carreras de
primavera. Baum et al (1998) aplicaron los RAPDs en la identificacién de las cebadas
canadienses. Ellis et al (1997) utilizaron AFLPs para evaluar la diversidad genética de las cebadas
europeas de primavera, y estimar la relacién de parentesco entre ellas. También Hayes et al
(1997) usaron estos marcadores para la caracterizacion y explotacion de la diversidad genética
de las cebadas americanas y el estudio de los caracteres cuantitativos presentes en ellas.

Recientemente, los investigadores recurren cada vez mas a los microsatélites, por su facilidad
de uso, el alto grado de polimorfismo que presentan y su fiabilidad. Morgante y Olivieri (1993)
los describieron como la herramienta mas eficaz para la deteccidn de la variacion genética inter
e intra-especifica. La eficacia de los microsatélites se ha demostrado en diferentes estudios de
diversidad genética, Struss y Plieske (1998) aplicaron estos marcadores para detectar la
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diversidad existente en cebadas espontaneas y cultivadas. Russell et al (1997) usaron
microsatélites para evaluar la diversidad genética existente en algunas variedades europeas de
cebada. Pillen et al (2000) y Maestri et al (2002) estudiaron respectivamente la variacién
genética en cebadas cultivadas alemanas e italianas. Matus y Hayes (2002) estudiaron la
diversidad en tres grupos de germoplasma, incluyendo variedades y descendencias de
cruzamientos entre lineas élite de germoplasma americano. De forma similar, Karakousis et al
(2003) identificaron variedades del germoplasma australiano, y Russell et al (2003) variedades
locales de Siria y Jordania, mediante microsatélites. Otros autores como Davila et al (1999),
Ivandic et al (2002) usaron estos marcadores, para estudiar la diversidad en Hordeum vulgare
ssp. spontaneum L.

En los analisis de ligamiento se usa una medida de confidencialidad alternativa, el valor LOD, el
cual nos indica cuanta confidencialidad podemos tener en la suposicion de que dos loci estén ligados,
basandose en las frecuencias observadas de los genotipos o fenotipos. Simbdlicamente la definicién de
LOD (-log10(p)) se lee como: LOD=log((probabilidad de los datos, dada una frecuencia de recombinacién
igual a la estimada)/(probabilidad de los datos, dada una frecuencia de recombinacién igual a 0,5)).

Cuando un elevado numero de marcadores estan segregando en la poblacidon con la que se
guiere hacer un mapa genético, el primer paso es agrupar esos marcadores en grupos de ligamiento
(idealmente el nimero de grupos de ligamiento es igual al nUumero de haploide de la especie). Los
grupos de ligamiento se establecen considerando todas las estimas de las frecuencias de recombinacion,
de manera que si dos marcadores estan significativamente ligados (segun el valor LOD) estos
perteneceran al mismo grupo. Una buUsqueda computerizada a través de todos los pares de marcadores,
usando un umbral del valor LOD, producird entonces un agrupamiento de los marcadores. Un elevado
umbral del LOD puede llevarnos a mas grupos de ligamiento que el nimero haploide de cromosomas de
la especie. Cuando se construye un mapa de ligamiento con marcadores a los que no se les ha asignado
previamente un grupo de ligamiento, es mas sabio utilizar un umbral del LOD elevado para evitar que
grupos de marcadores de diferentes cromosomas se les asigne incorrectamente a un Unico grupo de
ligamiento.

Finalmente, una vez que tenemos establecidos los grupos de ligamiento, el siguiente paso es
establecer el orden de los marcadores en cada uno de ellos y calcular las distancias genéticas entre
estos. Existen muchos criterios para ordenar los marcadores dentro de un grupo de ligamiento. Asi, por
ejemplo, software JoinMap te da a elegir entre dos criterios diferentes: algoritmo de mapeo por
regresion y algoritmo de mapeo de mdxima probabilidad. El método de “mapeo por regresion” (Stam,
1993) consiste en un proceso de construccion de un mapa por adiccién de los loci uno a uno,
empezando por el par de loci mas informativos. Para cada locus afiadido, se busca la mejor posicién por
comparacion de la bondad de ajuste del mapa calculado para cada posiciéon probada. En el caso del
“mapeo por maxima probabilidad”, éste se desarrollé debido a que, en ocasiones, cuando queremos
ordenar mas de 50 loci en un mismo grupo de ligamiento, la eficiencia del mapeo por regresion
disminuye, puesto que la velocidad para obtenerlo, aumenta. Este nuevo método de mapeo,
desarrollado por Jansen et al, 2001, usa la combinacidn de varias técnicas para ordenar loci y calcular

IU

sus distancias: “anillamiento simultdaneo”, “muestreo de Gibbs” y “muestreo espacial”. El muestreo de
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Gibbs lo usa para estimar las frecuencias de recombinacidon multipunto que pueden usarse para calcular
las probabilidades, el anillamiento simultaneo busca el orden que tiene la maxima probabilidad y el
muestreo espacial nos evita el quedarnos atrapados en un éptimo parcial llevandonos a la solucién
global 6ptima para los errores cometidos en el genotipado y los datos perdidos.

La distancia genética entre dos marcadores en un mapa se define como el nimero medio de
eventos de recombinacién que ocurren entre estos en la meiosis. La unidad de distancia en los mapas
genéticos es el centimorgan (cM), donde 1cM corresponde a un uno por ciento de frecuencia de
recombinacién. Hemos de tener en cuenta que la relacidon entre distancia de mapa y frecuencia de
recombinacién no es lineal, de manera que para calcular estas distancias hay que utilizar las funciones
genéticas de mapeo las cuales describen la relacién matematica entre la frecuencia de recombinacién y
la distancia de mapa. Existen dos funciones matematicas de este tipo: la funcién de Haldane y la funcidn
de Kosabi. La funcién de Haldane se expresa matematicamente de la siguiente manera:

r=1/2 (1-e%)

donde r es la frecuencia de recombinacién y x la distancia de mapa entre dos marcadores. En cambio, la
funcion de Kosabi, matematicamente se expresa como:

r=1/2 tanh (2x)

General mente, la funcién de Kosabi nos lleva a distancias mds pequefias que la funcidon de Haldane
dada una misma frecuencia de recombinacién.

Por tanto, la elaboracién de un mapa genético conlleva las siguientes etapas:

1.! Obtencion de una poblacion de lineas puras polimorfica para un elevado numero de
caracteres/marcadores moleculares, con un tamafio adecuado.

2.! Eleccion de unos buenos marcadores genéticos polimaorficos en la poblacidon a mapear.

3.! Cdlculo de la frecuencia de recombinacién entre cada pareja de marcadores para la
determinacién de los distintos grupos de ligamiento.

4.! Ordenar los marcadores utilizados en el grupo de ligamiento asignado y calcular las distancias
genéticas entre ellos.

El desarrollo de los mapas genéticos con marcadores de ADN se inicié en la década de los

ochenta y en la actualidad son de enorme utilidad en la mejora genética vegetal.

La disponibilidad de mapas genéticos es determinante y su uso potencial en los programas de
mejora los convierte en una importante herramienta en la mejora genética.
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3.3 Mapeo de caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait Loci)

El mapeo de caracteres cuantitativos a través de la identificaciéon de loci de QTL se considera una
herramienta importante dentro de la mejora genética de plantas. Los QTL se detectan dentro del
genoma de una planta basandose en la asociacién entre los marcadores moleculares polimorficos y el
fenotipo de los individuos de una poblacién.

Existen varios procedimientos para detectar QTL. El mas sencillo de todos es el “anadlisis de
marcador sencillo” o “Single-Marker Analysis” el cual se basa en la idea de que, si existe una asociacion
entre un marcador genotipico y un valor fenotipico, es posible que un QTL esté ligado a ese locus. En
principio, actualmente este método se utiliza para realizar un rdpido escaneo del genoma completo para
encontrar los mejores posibles QTL e identificar los datos perdidos que pudieran afectar posteriormente
al analisis cuando se proceda a utilizar métodos mas minuciosos y precisos como indicadores de QTL.
Los métodos mas utilizados cominmente son el “mapeo por intervalo” o “Interval Mapping” (IM) vy
“mapeo por intervalo compuesto” o “Composite Interval Mapping” (CIM), aunque existen otros tales

III

como el “mapeo por multiples intervalos” o “Multiple Interval Mapping” (MIM), el cual utiliza multiples
intervalos de marcadores simultdneamente para ajustar para ajustar mdultiples supuestos QTL
directamente en el modelo, de manera que es un método apropiado para estimar los efectos e
interacciones de los QTL significativos y su contribucion a la varianza genética; o el método “mapeo por
intervalos Bayesianos” o “Bayesian Interval Mapping”, el cual proporciona un buen complemento de los

analisis clasicos de QTL.

El método “Interval Mapping” (IM) desarrollado por Launder y Botstein (1989) es una extension de
“Single-Marker Analisys”. En este ultimo sélo se usa un marcador para el mapeo de QTL, de manera que
los efectos de este son sub-estimables y su posicidon no se puede determinar, mientras que el método
IM utiliza dos marcadores flanqueantes para construir un intervalo en el cual buscar un QTL. En IM se
calcula un mapa o perfil de probabilidad de QTL, por ejemplo, para cada posicion en el genoma (cada
centimorgan) se determina la probabilidad de la presencia de un QTL segregante (la probabilidad bajo la
hipdtesis alternativa, H;), al mismo tiempo que se calculan los efectos genotipicos del QTL y la varianza
residual. Esta probabilidad bajo la hipdtesis alternativa es contrastada con la probabilidad de que un
locus con un efecto genético nulo esté segregando, como por ejemplo cuando no hay ningin QTL
segregando (esta seria la probabilidad bajo la hipdtesis nula, Hp). Esta comparacidén se realiza con el ratio
estadistico LOD el cual es el logaritmo en base diez del cociente de estas dos respectivas probabilidades.
Cuando el LOD excede un umbral determinado, se determina que un QTL segregante significativo ha
sido detectado. Para obtener un intervalo del 95% de confianza alrededor de ese punto se utiliza el

|II

“two-LOD support interval” que consiste en restar 2 al valor del LOD maximo a ambos lados de este.

El otro método comunmente empleado para la deteccién de QTL, el “Composite Interval Mapping”
(CIM), afiade los “marcadores de fondo” al IM, de forma que este método ajusta los parametros para un
QTL diana en un intervalo, mientras que simultaneamente ajusta los coeficientes para los “marcadores
de fondo” para tener en cuenta la varianza causada por los QTL no diana. Por tanto, CIM nos da mas
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poder de resolucion y precision que IM, ya que los efectos de otros QTL no estan presentes en la
varianza residual.

El programa informatico mas extendido para la deteccidon de QTL es el WinQTLcartogrpher, debido a
gue ademas de ser gratuito, puedes elegir cualquiera de los métodos mencionados anteriormente y te
realiza los analisis con una gran rapidez. Actualmente estd tomando fuerza el paquete estadistico
GenStat, por su gran versatilidad tanto para la realizacidon de distintos analisis estadisticos e incluso
mapas genéticos, como la posibilidad de cartografiar QTL tanto en poblaciones monoparentales como
en grandes pools genéticos mediante “mapeo por asociacién” o “Association Mapping”, tan utilizados
actualmente en estudios de diversidad genética gracias a la gran cantidad de marcadores genéticos
puestos a punto, tales como los DArT (Wenzl et al, 2004) o la BOPA 1y 2basados en micro-arrays, lo que
hace que sean razonablemente econdmicos en grandes poblaciones y han permitido una gran
saturacion de los mapas genéticos de cebada, obteniéndose mapas consenso de gran resolucién.
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3.4 Desarrollo y fisiologia: Como afectan al rendimiento final del cultivo.

El desarrollo se define como una secuencia de acontecimientos fenoldgicos controlados por factores
genéticos modulados por factores ambientales. Cada acontecimiento es marcado por cambios en la
morfologia y en las funciones de alguno de los drganos (Slafer y Rawson, 1994). Los mecanismos
fisiologicos estan fuertemente influenciados por el ambiente, por tanto, el conocimiento del desarrollo
fenoldgico de un cultivo es esencial para multitud de aplicaciones agrondmicas, ya que la fenologia, le
influencia del ambiente en el desarrollo, es el factor mds importante en la adaptaciéon genotipica
(Roberts et al, 1988).

Durante el desarrollo de cualquier planta superior podemos distinguir dos fases: la fase de
desarrollo vegetativo y la fase reproductora. La fase vegetativa en cebada es aquella que va desde la
germinacion de la semilla hasta que se produce el encafiado de la planta, o momento en el cual la planta
deja su crecimiento en roseta y alarga los entrenudos para formar las cafas de los tallos.. La fase
reproductora comienza en este momento. En esta fase podemos distinguir tres sub-fases distintas: fase
de elongacién de los tallos hasta estado de hoja bandera (o ultima hoja producida en el tallo), fase de
espigado hasta la aparicidon de las barbas del 50% de los tallos y fase de llenado de grano hasta la
maduracién de la espiga y secado. Todas estas fases estan determinadas genéticamente pero
fuertemente influenciadas por el ambiente.

Los factores mas importantes que afectan al desarrollo de la cebada son la respuesta al fotoperiodo,
la vernalizacion, temperatura y precocidad intrinseca.

3.4.1 Respuesta a vernalizacion y fotoperiodo

La vernalizacion, el requerimiento de un periodo de baja temperatura para inducir la transicion del
estado vegetativo al estado reproductivo, es un importante caracter de la tribu Triticeae, tanto
econémicamente hablando como evolutivo.

El término “variedad de invierno” se usa comiUnmente para describir los cereales sembrados en
otofio los cuales generalmente necesitan vernalizacién. El fenotipo sensible a vernalizacion se encuentra
a menudo en conjuncidn con la sensibilidad al fotoperiodo, retrasandose la floracién en condiciones de
dia corto. La sensibilidad a la vernalizacién y fotoperiodo pueden contribuir a la tolerancia a bajas
temperaturas por mantener la planta en su estado vegetativo.

La vernalizacién y la respuesta a fotoperiodo no son fendmenos independientes. De esta manera, la
exposicion a fotoperiodos de corta duracidon en las primeras etapas de crecimiento, en algunos
genotipos que presisan vernalizacién , puede tener un efecto similar a la exposicion a bajas
temperaturas. Evans (1987) propuso el nombre de “vernalizacion de dia corto” para este fendmeno.

Tanto los fendmenos de vernalizacidn por bajas temperaturas como la vernalizacién de dia corto, parece
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gue tiene un efecto en la reduccion de la fase pre-inductiva (aquella que sigue a la nascencia, en la que
la planta es insensible al incremento del fotoperiodo) y en la reduccion del numero de hojas del tallo
principal (Roberts et al.,, 1988). También se ha constatado que, en muchos casos, la induccidn de la
floracion que provoca el incremento de fotoperiodo estd condicionado por la etapa de bajas
temperaturas inmediatamente anterior (Bernier et al, 1981).

El control de la floracién por fotoperiodo estda muy estudiado en Arabidopsis (dicotiledoneas) en
condiciones de dia largo y en arroz (monocotiledénea) en condiciones de dia corto. En Arabidopsis la
expresion de GIGANTEA (Gl) y CONSTANS (CO) estd regulado por un reloj circadiano que coincide con un
pico de expresién de CO en horas de luz que sélo ocurre en condiciones de dia largo. La proteina CO es
un factor de transcripcion que reduce la expresién de ciertos genes, incluyendo FLOWERING LOCUS T
(FT), el cual es una llave reguladora de la floracidon. La cebada es una planta de dia largo, como
Arabidopsis, pero estad filogenéticamente mas cerca del arroz. Se han identificado varios genes
homdlogos de la ruta de fotoperiodo en cebada, tales como HvCO1 a HvCO9 (Griffiths et al, 2003), HvGI
(Dunford et al, 2005) y HVFT1 a HVFT5 (Faure et al, 2007).

En cebada, la variacion en el requerimiento de vernalizacion esta determinada por tres genes VRN-
H1 (5H), VRN-H2 (4H) y VRN-H3 (7H). El gen VRN-H1 codifica para los factores de transcripcién tipo
MADS-box APETALA1 y FRUITFULL-like necesarios para el inicio del desarrollo reproductivo en el apice
de la planta (Trevaskis et al, 2003; Yan et al, 2003). El gen VRN-H2 es un represor dominante de la
floracidn y codifica para una proteina con un motivo en dedos de zinc y un dominio CCT (como CO, CO-
like y TOC1) (Yan et al, 2004). El gen VRN-H3 (HvFT1) es homdlogo del gen FT de Arabidopsis (Yan et al,
2006; Faure et al, 2007). Este gen exhibe un elevado nivel de expresién cuando su alelo dominante estd
presente, lo que se traduce en un aceleramiento de la floracién y una alternativa al requerimiento de
vernalizacién (Yan et al, 2006).

VRN-H1 se expresa en bajos niveles hasta que su expresion aumenta bajo vernalizacién, con unos
niveles de expresion correlativos con la longitud del tratamiento de frio (Yan et al, 2003; Trevaskis et al,
2006). La vernalizacion promueve al paso de cromatina inactiva a cromatina activa en VRN-H1 (Oliver et
al, 2009). La expresion de VRN-H1 es independiente de la longitud del dia y permanece elevada después
de la vernalizacion (Sasani et al, 2009). VRN-H1 regula negativamente a VRN-H2, y permite la induccion
de VRN-H3 (HvFT1) en dia largo para acelerar consecuentemente la floracidon (Treviskis et al, 2006;
Hemming et al, 2008; Sasani et al, 2009). Mutaciones en el promotor o deleciones en el primer intrén de
VRN-H1 estdn asociadas con altos niveles en la expresion de éste y un reducido requerimiento de
vernalizacién (Yan et al, 2003; Fu et al, 2005). La variacion alélica en VRN-H1 y VRN-H3 puede también
influir en el requerimiento de vernalizacién. Las mutaciones de pérdida de funcién en VRN-H2 permiten
la expresion de VRN-H1 sin previa vernalizacion, causando una rapida floracién bajo condiciones de dia
largo. Sin embargo, esto requiere un gen activo PPD-H1 (2H).
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Figura 1. Esquema modificado de Yan et al, 2003 que muestra las interacciones entre los genes VRN-H1 y VRN-H2, asi como el genotipo de
variedades invernales y primaverales.

Ppd-H1 es el mayor determinante de la respuesta al fotoperiodo en cebada. Este actia como un
regulador de la ruta de una clase de genes involucrados en las funciones del reloj circadiano, los genes
CO-like (HvCO1 y HvCO2) (Turner et al, 2005). El alelo de floracidon tardia ppd-H1 es recesivo. Esta
mutacién de PPD-H1 imposibilita su funcién, traduciéndose en una reducida respuesta al fotoperiodo
debida a la alteracién de la ruta de los genes CONSTANS vy, por tanto, una reduccion de la expresiéon de
su gen diana FLOWERING LOCUS (FT), lo cual produce un retraso de la floracién (Turner et al, 2005).

Asi mismo, las ultimas investigaciones de los genes CONSTANS de cebada (HvCO1 y HvCO2) nos
muestran que la induccién del represor VRN-H2 y el activador VRN-H3 (HVFT1) estan regulados tanto por
el gen Ppd-H1 como por los genes HvCO1 y HvCO2 (Mulki y Korff 2016). Segun este estudio, VRN-H2
reprimen los niveles de expresién de PPD-H1 y de HvCO2. PPD-H1 y HvCO1/CO2 corregulan HvFT1
(Turner et al, 2005) pero también VRN-H2, lo que revela una doble funcién de estos como
activadores/represores de la floracién dependiendo de la presencia de VRN-H2. Por tanto, en
condiciones de fotoperiodo de dia largo la floracién se encuentra reprimida antes de vernalizar a través
de la funcién de PPD-H1,HvCO y VRN-H2 pero esta se activa después de vernalizar cuando la expresion
de VRN-H2 es inhibida. Estas interacciones genéticas con VRN-H2 se deben tener en cuenta en los
programas de mejora genética de cebada, ya que, la manipulacién de los genes implicados en la ruta de
respuesta al fotoperiodo puede también afectar a la respuesta de vernalizacién.
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Figura 2. Esquema de Mulki y Korff 2016 que muestra las supuestas interacciones entre los genes VRN-H2, PPD-H1 y HvCO1/CO2 antes y
después del fendmeno de vernalizacién.

A todo esto, hay que afiadir la existencia de otro gen de respuesta al fotoperiodo: el gen PPD-H2,
cuyo candidato es HVFT3, situado en el cromosoma 1H (Faure et al, 2007; Kikuchi et al., 2009). Este gen
causa diferencias en la fecha de floracidn bajo condiciones de fotoperiodo corto (Laurie et al, 1995; Boyd
et al, 2003). Se han descrito dos alelos: un alelo funcional dominante (Ppd-H2), que esta frecuentemente
presente en variedades primaverales que no necesitan vernalizar, y un alelo no funcional recesivo (ppd-
H2), que esta mayoritariamente presente en variedades tipicamente invernales que necesitan vernalizar
para florecer (Faure et al, 2007). Parece ser que VRN-H2 también actia como represor de HvFT3 ademas
de reprimir HvFT1. Por este motivo el patron de expresiéon de HvFT3 con respecto a la longitud del dia
podria estar determinado por la expresién de VRN-H2. En las variedades de cebada donde VRN-H2 esta
delecionado, HVFT3 se expresa bajo condiciones de dia largo. Sin embargo, este se expresa en niveles
mas bajos bajo dia largo que bajo dia corto (Casao et al, 2011a).

Debido a la gran complejidad de todo lo dicho anteriormente, se han podido seleccionar variedades
de cebada con una mayor especializacion a la adaptacion al fotoperiodo, lo que ha sido crucial a la hora
de conseguir potenciar la productividad el cultivo segun las condiciones climaticas y de fotoperiodo de
cada region.

Resumiendo, en términos agrondmicos, las variedades cultivadas tipicamente de invierno, son
aquellas que necesitan vernalizar, de forma que en su genotipo portan los genes VRN-H sin ningln
evento de mutacion ni delecién, es decir, presentan el genotipo vrn-H1 Vrn-H2 Vrn-H3 mientras que la
mayoria de las variedades de primavera estan modificadas para que no requieran del fenémeno de
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vernalizacién, presentando una delecidon en el intron 1 del gen VRN-H1 (figura 1). No hay unanimidad en
la literatura sobre la denominacién de variedades alternativas. Von Zitzewitz et al (2005), denominan
alternativas a las variedades que tienen el alelo vrn-H1 inalterado, pero tienen el alelo inactivo vrn-H2 y,
por tanto, no requieren vernalizacidon para florecer. Otros autores asignan el tipo alternativo a las
variedades que no requieren vernalizacion, pero por su gran respuesta al fotoperiodo estan indicadas
para siembras de otofio (Mahfoozi et al, 2001).

Interacciones vernalizacién/fotoperiodo

Una exposicion moderada a bajas temperaturas tiene ademas el efecto de incrementar la resistencia
al frio, necesaria en aquellas zonas donde se producen temperaturas por debajo de 02C. La maxima
tolerancia a las bajas temperaturas se consigue en la fase vegetativa del desarrollo (Fowler et al., 2001).
Los genotipos de invierno son mas resistentes al frio; sin embargo, este proceso de induccion de la
resistencia se produce de la misma manera en los genotipos de primavera. Se ha comprobado, en un
gran numero de genotipos de invierno de cebada, que los fenotipos de respuesta al fotoperiodo, a la
vernalizacién y a la resistencia a las bajas temperaturas se encuentran en todas las combinaciones
posibles (Karsai et al., 2001). El hecho de que estos tres fendmenos estén interrelacionados es mas
probable que sea atribuible a efectos de ligamiento que a la pleitropia (Francia et al., 2004). La
identificacion de los genes CBF en la proximidad de VRNH1 apoya esta observacion (Skinner et al., 2006).

3.4.2 Latemperatura

Se ha demostrado que la fecha de espigado de la cebada se ve adelantada segun una relacion lineal
con el aumento de la temperatura, hasta un valor dptimo por encima del cual no se produce un
adelanto mayor, o incluso se retrasa (Roberts et al., 1988). Esta relacion se cumple en todos los
genotipos y todas las fases de desarrollo de la cebada, variando esta sensibilidad a la temperatura en
funcion del genotipo.

Tradicionalmente, se ha empleado el concepto de integral térmica (grados-dia acumulados), basado
en la observacidn de que, en muchas circunstancias se cumple esta relacion lineal: 1/f=a+bT, donde f es
el tiempo entre siembra y floracidén (dias), y 1/f es la tasa de desarrollo. T es la temperatura media
diurna (2C), a es la temperatura base por debajo de la cual no se produce avance en el desarrolloy 1/b
es la integral térmica, siendo estos dos valores, a y b, constantes especificas de cada genotipo.
Solamente si se cumple esta ecuacién se puede afirmar que la floracidon ocurre cuando la integral
térmica necesaria, diferente para cada genotipo, para un determinado fotoperiodo y bajo unas
determinadas condiciones de vernalizacion. La temperatura, ademas de influir en la tasa de desarrollo y,
por tanto, en la duracién de las diferentes fases, también afecta a la tasa de iniciacion de hojas y
espiguillas y al filocrono o tasa de aparicién de las hojas (Klepper et al., 1982).

Sin embargo, cuando se producen cambios en la duracion del fotoperiodo, como ocurre en
condiciones de campo, la tasa de desarrollo varia en funcién de la fenologia, con lo que el concepto de
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integral térmica no es totalmente aplicable (Roberts et al., 1988). Para solventar esta dificultad, Ellis et
al. (1988) introdujeron el concepto de integral fototermica: 1/f=a+bT+cP; donde P es el fotoperiodo en
horas/dia, T es la temperatura media diurna (2C) y a, b y c son constantes especificas de cada genotipo.
Los limites de esta relacidn se encuentran entre la temperatura base minima y una dptima, y entre unos
valores de fotoperiodo minimos (que impiden la floracién) y maximos, cuya superaciéon no supone un
cambio en la respuesta.

3.4.3 Precocidad intrinseca

Existen otros factores que pueden afectar al desarrollo de la planta. En este trabajo nos centramos
principalmente en loci que han sido descritos previamente como locus de precocidad intrinseca, que
afectan a la fecha de floraciéon con las consecuencias que puede acarrear esto en las diferentes
variedades de cebada cultivada, y los loci de semienanismo, que ademas de afectar a la altura de la
planta, afectan a otros factores como veremos posteriormente.

Existen variedades de cebada cuya floracién, independientemente de sus requerimientos de
vernalizacién, son ligeramente mas precoces de lo esperado. Esto en muchos estudios se ha atribuido a
los locus de precocidad intrinseca, como Eamé6 o Eam7. De esta manera los alelos en el locus Eamé,
situado en el cromosoma 2H, alteran el tiempo para el inicio de la floracién cuando la planta crece en
condiciones de fotoperiodo largo. En siembras de otofio, bajo las condiciones de la zona norte espafiola
el locus Eam6 ha sido identificado como el mayor determinante de la fecha de floracién en la poblacion
Beka x Logan (Moralejo et al, 2004; Cuesta-Marcos et al, 2008) asi como en otros materiales
procedentes de Australia bajo condiciones mediterraneas (Boyd et al, 2003). Se ha comprobado que
HvCEN, homdélogo a Antirrhinum CENTRORADIALIS (Comadran et al, 2012), es el gen candidato de Eameé.
Por su parte Eam?7, localizado en la region centromérica del cromosoma 6H, confiere precocidad bajo
condiciones de fotoperiodo corto.

Los genes de semienanismo han sido ampliamente estudiados en programas de mejora genética de
cebada para reducir la altura de la planta y mejorar su resistencia al encamado. Existen distintos tipos de
estatura en cebada, incluyendo las producidas por los alelos brachytic, erectoid, ari, uzul.a y sdwl
(Sears et al, 1981). Las variedades uzl.au estan confinadas en China, Japén y Corea, donde cerca del 80%
de las variedades llevan el alelo uzu de enanismo. Los mutantes de cebada sdw se han usado para
desarrollar varios cultivares de baja estatura destinados a alimentacion animal en el oeste de Estados
Unidos, Canada y Australia. El alelo denso cuenta con una amplia aceptacién en variedades de cebada
con calidad maltera en Europa, el cual se ha demostrado que es alélico al sdw y consecuentemente
ambos han sido situados en el mismo locus del cromosoma 3H. Los alelos de sdw y denso derivan de
recursos diferentes. El alelo sdw viene de la variedad noruega Jotun y denso de la variedad checa
Diamant.

Ambos tienen similares caracteristicas agrondmicas como retraso de la floracién, bajo peso del
grano y un crecimiento juvenil semipostrado. Sin embargo, algunas variedades que portan dichos alelos
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presentan mejor tamafio de grano. Estudios han demostrado que el gen denso corresponde a una GA-20
oxidasa, enzima que cataliza un paso en la ruta de sintesis de las giberelinas, no descrita con
anterioridad (Jia et al, 2009). Hasta el momento estaban descritos dos genes que codifican para GA-20
oxidasa: Hv200x1 y Hv200x3, y segun estos estudios denso corresponde a Hv200x2, ya que presenta una
gran homologia con Os200x2 de arroz (el conocido gen de semienanismo sd1, tan utilizado en arroz para
evitar el encamado de este). Otro mutante semienano que ha tenido interés comercial es el conocido
como ari-e (apdcope de breviaristatum), que se encontro en la variedad inglesa Golden Promise.

En este sentido, se ha demostrado ampliamente que este tipo de mutaciones que provocan
semienanismo, y que han sido seleccionados desde la conocida Revoluciéon Verde que comenzé sobre
los afios cuarenta por los grandes cambios que provocan en la arquitectura de la planta provocando
grandes beneficios agrondmicos, corresponden a genes y mutaciones que afectan a la sefializacién y
metabolismo de las giberelinas, lo que lleva consigo cambios pleiotropicos que son beneficiosos para la
produccion del cultivo (Borner et al, 1993; Chandler y Harding 2013; Franckowiak y Lundqvist 2012; Peng
et al, 1999; Saville et al, 2012).

3.4.4 Otros factores

Existe otra serie de factores, de menor efecto en comparacién con los descritos, que afectan
también a la fecha de espigado. Entre ellos se pueden citar el estrés hidrico del suelo (Aspinall, 1961),
los niveles de nutrientes (Halse & Weir, 1970), la capacidad fotosintética y la disponibilidad de
asimilados (Dale & Wilson, 1979), y la radiacion global (Thompson & Mathews, 1981).
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Figura 3. Esquema modificado de Nadolska-Orczyz et al, 2017. En él se muestran los principales genes que determinan la arquitectura de la
planta en cebada. Las flechas verticales indican la regulacion enzimética/expresién de gen positiva o negativa; las flechas horizontales indican la
direccidn de la co-regulacion de los genes; negrita, el principal alelo; puntos suspensivos, multiples alelos.

Sin embargo, existe un factor que si es determinante en el propio rendimiento en grano, pero
no en la modificacién de la fecha de espigado, que es la arquitectura de la espiga: que esta sea de dos o
de seis carreras. Esto divide al cultivo en dos grandes grupos.

Los principales genes implicados en el desarrollo de la espiga son aquellos que regulan la
fertilidad de las espiguillas laterales: SIX-ROWED SPIKE 1 (VRS1) (Komatsuda et al, 2007; Lundqvist 1997;
Lundqvist & Lundqvist 1988) e INTERMEDIUM-C (INT-C) (Lundqvist & Lundqvist 1988; Ramsay et al,
2011), los cuales fueron encontrados como mutaciones naturales y el origen de ambas formas (dos y
seis carreras) data del periodo de domesticacion de la cebada (Ramsay et al, 2011).

El alelo vrs1 proviene de la pérdida de funcién del genotipo salvaje de dos carreras, lo que
genera el fenotipo de seis carreras. El alelo salvaje Vrs1 codifica para un represor transcripcional (HD-Zip
I) que inhibe la proteina que controla la divisién celular y desarrollo especifico de las espiguillas laterales
(Komatsuda et al, 2007). Los efectos pleiotropicos del alelo vrs1 afectan a multiples caracteres que
repercuten en distintos parametros del rendimiento tales como la reduccién del nimero de tallos por
planta y por tanto el nimero de espigas por pie de planta, pero esto se ve compensado por el aumento
de nimero de granos por espiga.
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A su vez, los fenotipos originados por el alelo Vrs1 pueden ser distintos en funcidn de los alelos del
locus INT-C (Ramsay et al, 2011). De esta manera los alelos de este causan variaciones en la fertilidad
masculina provocando el desarrollo alterado de los granos laterales de espigas con genotipo Vrs1 de dos
carreras, pasando a ser de fenotipo intermedio. Junto a estos dos locus existe otro que al igual que INT-
C, bajo el alelo Vrs1 sus distintos alelos pueden causar fertilidad de las espiguillas laterales. Este es SIX-
ROWED SPIKE 4 (VRS4) (Koppolu et al, 2013).

3.5 Requerimientos agrondémicos del cultivo

La cebada tiene una gran capacidad para adaptarse a diferentes estreses abidticos y bidticos:
Entre los abidticos es obligado referirse en primer lugar a su resistencia a la sequia, conseguida por
adaptacion a zonas marginales de bajos insumos en los entornos de los Centros de Dispersién de la
especie, especialmente en la poco lluviosa Media Luna Fértil. La resistencia a las bajas temperaturas
obtenida por adaptacion a las siembras en latitudes altas de inviernos duros y secos. Resistencia a la
acidez en suelos con concentraciones altas de cationes Al+, aunque no tanto para el Mn- al que la
cebada es relativamente sensible (Fageria et al, 2011). Tolerancia relativa a los suelos salinos sédicos
(Nevo y Chen, 2010), tanto de las especies silvestres como cultivadas.

En cuanto a los factores bidticos que suponen una amenaza para la cosecha de la cebada,
debemos referirnos a las plagas y enfermedades, sobre las cuales el largo proceso de domesticacién de
la especie ha ido creando resistencias, a la vez que el cultivador ha tratado de evadir esos problemas
protegiendo la cosecha con estrategias agrondmicas como la rotacion de cultivos, y atendiéndose
modernamente desde la introduccién de resistencias especificas a través de la mejora genética (Newton
et al, 2011).

Aunque una gran parte del material vegetal de cebada utilizado por el hombre a lo largo de la
historia del cultivo ha ido desapareciendo, sobre todo en los paises desarrollados, la versatilidad de la
cebada ha quedado resguardada en los Bancos de Germoplasma de todo el mundo, en los que FAO se
estima que existen mas de 290.000 accesiones que se pueden clasificar como: un 15% de parientes
silvestres, un 44% de variedades locales, un 28% de poblaciones de mejora genética y un 15% de
cultivares. (Estrategia Mundial para la Conservacion ex situ y el Uso de Germoplasma de Cebada, 2008).
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Justificacion y objetivos

El presente estudio trata de esclarecer qué regiones del genoma/genes estan implicados tanto en

la floracion, como en rendimiento y parametros de este en una poblacion de lineas de cebada cuyos

parentales han sido utilizados durante afios en el Plan Nacional de Mejora Genética de Cebada. Por este

motivo, muchos de los genes seleccionados a partir de lineas obtenidas a través de alguno de los dos

parentales utilizados en el presente estudio, estaran presentes en variedades comerciales obtenidas en

el Programa Nacional de Mejora Genética de Cebada.

Para ello se han fijado los siguientes objetivos:

Realizar un mapa genético de la poblacién BC1F5 del retrocruzamiento las variedades comerciales
(Nevada x Barbarrosa) x Barbarrosa utilizando distintos tipos de marcadores moleculares.

Buscar las principales regiones del genoma implicadas en la induccién de floracion y el ahijamiento
bajo distintas condiciones de fotoperiodo y vernalizacion mediante la deteccién de caracteres
cuanitativos (QTL), buscando su interaccién con el alelo denso en esta poblacién en la cual el
parental no recurrente es portador de este.

Buscar los principales QTL asociados a parametros agrondmicos en la poblacién de estudio, asi
como la asociacion de estos parametros al alelo denso y la repercusion del gen PPD-H2 en los
mismos.

Detectar mediante métodos estadisticos las posibles interacciones entre QTL (QTLxQTL) tanto los

implicados en floracién, como las posibles interacciones QTLXxQTL que se dan entre los distintos
parametros agronémicos estudiados que afectan al rendimiento del cultivo.
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Realizacion de un mapa genético en una
poblacion BC1F5 de cebada

1. Introduccién: El uso de mapas genéticos en mejora genética de cebada

El uso de mapas genéticos en cebada esta ampliamente extendido. Los primeros mapas genéticos se
remontan a los afios ochenta y empezaron como herramienta de ayuda en los programas de mejora
genética de cebada. De esta manera, conociéndose la diversidad en distintas poblaciones de caracteres
morfoldgicos, resistencia a enfermedades y de diferencias en fecha de espigado, derivadas de
parentales de variedades comerciales ampliamente extendidas en la agricultura de esas fechas, se quiso
dilucidar en qué posicion del genoma se encontraban para asi empezar a hacer analisis estadisticos de
caracteres cuantitativos relacionados con caracteres agrondmicos.

El fin de éstos siempre ha sido hacer una seleccién asistida en los programas de mejora genética
para obtener variedades mas productivas, resistentes a enfermedades y con mayor capacidad de
adaptacion al medio. Por tanto, al mismo tiempo, se iba descubriendo qué genes estaban implicados en
el control de estos caracteres, y que posicion tenian en el genoma, a pesar del gran tamano de éste. Con
la gran dificultad de que para este tipo de estudios se tenian que usar materiales genéticos muy alejados
unos de otros, y, por tanto, muchas veces muy alejados de los materiales realmente utilizados en los
propios planes de mejora genética para la obtencion de nuevas variedades que puedan ser
comercializadas. Como ocurre con la gran cantidad de trabajos derivados de poblaciones cuyo parental
es Morex, variedad primaveral americana de seis carreras de alta calidad maltera, pero con una baja
adaptacion a climas mediterraneos, o la poblacion Oregon Wolfe Barley (OWB), derivada de parentales
dihaploides uno de ellos con caracteres recesivos y el otro con caracteres dominantes, util solamente

para comprension de mecanismos genéticos, pero no con aplicacién practica.

De este modo, los primeros mapas consistian en la ordenacion de caracteres morfoldgicos en
poblaciones derivadas de poblaciones segregantes para dichos marcadores. Con el descubrimiento en
los aflos ochenta de los marcadores moleculares, se empezaron a desarrollar mapas mas saturados y
con una mayor resolucién para la busqueda de caracteres cuantitativos (QTL) principalmente de
rendimiento, basandose en mapas primero de RFLPS, AFLPs, SSR y posteriormente con SNPs y
marcadores basados en microarrays como los DArTs, OPAly 2y los RAD.

Poco a poco esto llevd a la obtencidn de diversos mapas consenso derivados de varias poblaciones
tales comoel mapa de residuales (bin map) de Marcel y colaboradores de 2007 o el mapa consenso de
DArTs (Wenzl et al, 2004). Estos poco a poco iban teniendo una mayor saturacion de marcadores y por
tanto una mayor resolucién relativa de la posicion, tanto de los caracteres cuantitativos, como de genes
clonados, de los cuales se habian desarrollado marcadores moleculares para la determinacion de su

posicidn en estos mapas.
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2. Materiales y métodos

2.1 Desarrollo de la poblacién de trabajo

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd una poblacién F5 derivada de un retrocruzamiento el
cual se llevo a cabo entre las variedades comerciales Nevada, variedad de primavera de dos carreras que
contiene el alelo denso de semienanismo y grano de alta calidad maltera, y Barbarrosa, variedad de
invierno de seis carreras con una altura media y baja calidad (ver figura 4 para ver la genealogia de

ambas).
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Figura 4. Genealogia de los parentales de la poblacién de estudio, donde se muestra la procedencia del alelo denso en el parental Nevada de la
variedad Diamant (mostrada en rojo), asi como los distintos cruzamientos que dieron origen a las dos variedades comerciales: Nevada y
Barbarrosa.

Este material procede del plan de mejora genética de cebada que lleva a cabo el Instituto
Tecnoldgico Agrario junto a la Estacion Experimental Aula Dei del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas de Zaragoza (EEAD-CSIC), el Institut de Recerca y Tecnologia Agroalimentaries de Lérida
(IRTA) y el Instituto Técnico Agrondmico Provincial de Albacete (ITAP). Por tanto, en este caso los
posteriores estudios de deteccidon de caracteres cuantitativos de caracter agrondmico, tienen un uso
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directo en este plan de mejora genética, ya que otros estudios para deteccién de QTL como la Oregon
Wolfe Barley (Cistué et al, 2011) o Steptoe x Morex (Hayes et al, 1993; Kikuchi et al, 2009) utilizan
materiales exdticos sin aplicacidon directa en planes de mejora, por lo que es mas dificil extrapolar los
resultados a este tipo de planes, y por tanto, que este tipo de resultados de caracteres cuantitativos
tengan una utilizacién practica para la obtencidon de nuevas variedades mas productivas.

El cruzamiento entre estas dos variedades se llevd a cabo en la campafia de 1997 en los
invernaderos de dicho centro de manera que en esa campafia se recogieron semillas F1, las cuales se
utilizaron en la campafia siguiente para retrocruzarla con la variedad Barbarrosa, de manera que en la
campana de 1999 se sembrd la descendencia de este retrocruzamiento (BC1F1). Sdlo se recogieron las
plantas de seis carreras, que al ser el caracter recesivo, quedé fijado en la poblacidon, por lo que en las
generaciones siguientes todas las lineas fueron de seis carreras. En el afio 2002 se observé que en esta
poblacién existia una fuerte segregacion transgresiva en altura de planta, con individuos mas bajos que
el parental Nevada que porta denso y mas altos que Barbarrosa que, sin eventos de mutacion conocidos,
fue seleccionado para talla baja y resistencia a encamado. Para poder estudiar esta interacciéon, se
retomaron de nuevo las semillas BC1F2, recogidas en la BC1F1, (todas ellas de seis carreras) para
desarrollar la poblacién que posteriormente se ha usado en este estudio. Ademas, a lo largo de las
distintas campafias y ensayos se vio también una importante segregacion en diferentes parametros de
rendimiento, de manera que, aparte de seguir en el programa de mejora genética donde fue obtenida,
se selecciond para diferentes estudios tales como el que ocupa este trabajo.

GENOTIPO
VRN-H1 VRN-H2 Ppd-H1 Ppd-H2 Hv200x
Barbarrosa Vrn-H1 Vrn-H2 Ppd-H1 ppd-H2 Sin denso
Nevada deleccién deleccién ppd-H1 Ppd-H2 denso

Tabla 2. Genotipo de los parentales respecto a los genes de vernalizacidn, fotoperiodo y Hv200x. Se muestran los alelos que presentan Nevada
y Barbarrosa, siendo dominantes los alelos: Vrn-H1, Vrn-H2, Ppd-H1, Ppd-H2 y sin denso.

Finalmente, para este estudio se han utilizado 185 lineas BC1F5, de manera que se sembraron en
invernadero, para el estudio de caracteres en condiciones controladas y obtencidon de material vegetal
para la extraccion de DNA, y en campo para el estudio de caracteres cuantitativos de caracter
agrondmico tal y como se describe en capitulos posteriores.
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2.2 Marcadores moleculares utilizados en la poblacion (Nevada x Barbarrosa) x
Barbarrosa (NxBxB) para la realizacion de un mapa genético

A la hora de elegir unos buenos marcadores se tuvo en cuenta que fueran marcadores altamente
polimdrficos, codominantes, de forma que se distingan los individuos homocigotos de los heterocigotos,
gue no existiera epistasia, fueran insensibles al ambiente y que precisaran de técnicas sencillas, rapidas
y relativamente baratas. Por este motivo se seleccionaron tres tipos de marcadores moleculares de
DNA: microsatélites (SSR), marcadores DArTs y marcadores intragénicos de los genes de interés, con el
fin de integrar los datos obtenidos en campo e invernadero para buscar la posicion de los distintos
parametros medidos en los distintos grupos de ligamiento de la cebada, es decir que se busca la
posicion de caracteres cuantitativos (QTL) tales como rendimiento y altura.

Para ello se sembraron 10 plantas BC1F5 de cada una de las lineas del estudio y cuando tuvieron
unas tres hojas se recogio materia verde de cinco plantas de cada una de las lineas para extraer su DNA.
El DNA se extrajo con un kit (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante y se prepararon las
diluciones de trabajo, 10 ng/ul para los SSR y sin diluir para los DArT.

Para las PCRs realizadas tanto para los SSR como para los marcadores intragénicos, se utilizaron los
termocicladores de Applied Biosystem, asi como para las incubaciones con enzimas de restriccién de los
marcadores intragénicos que lo precisaban. Del mismo modo para detectar los productos de
amplificacion y digestion se utilizaron geles agarosa al 1,5% para los marcadores intragénicos y de
agarosa MS8 al 3.5% en el caso de los SSR, tefiidos posteriormente en bromuro de etidio, excepto para
los polimorfismos que diferian en 4 o menos pares de bases, para los cuales se utilizaron geles de
acrilamida al 6% (19:1), afadiendo bromuro de etidio previamente en el buffer.

2.2.1  Microsatélites (SSR)

Los SSR son un tipo de marcador molecular basado en la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),
de forma que se amplifican secuencias que se encuentran en el genoma repetidas en tandem,
denominadas microsatélites. Las diferencias son detectadas en geles de agarosa de acuerdo a su peso
molecular, que viene determinado en funcién del nimero de repeticiones en tandem que posea el
fragmento amplificado.

Se han seleccionado 39 marcadores de este tipo que son polimodrficos para dicha poblacion como
muestra la tabla 3.
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Nombre del SSR G. L Secuencia primer directo (5’-3’) Secuencia primer reverso (5’-3’) Motivo repetido PIC Referencia

Bmag0211 1H ATTCATCGATCTTGTATTAGTCC ACATCATGTCGATCAAAGC (CT)is 0,83 Ramsay et al, 2000
HVALAAT 1H TACATACAACCCTCATGGG AAGGATGACATGGCTTTG (CT)1o n.d. Ramsay et al, 2000
Bmac0032 1H CCATCAAAGTCCGGCTAG GTCGGGCCTCATACTGAC AC),T(CA)y5(AT)q 0,61 Ramsay et al, 2000
Bmag382 1H TGAAACCCATAGAGAGTGAGA TCAAAAGTTTCGTTCCAAATA (AG),AA(AG), 0,36 Ramsay et al, 2000

HVHVA1 1H CATGGGAGGGGACAACAC CGACCAAACACGACTAAAGGA (ACC)s 0,34 Rams;got)et al,
Bmac0134 2H CCAACTGAGTCGATCTCG CTTCGTTGCTTCTCTACCTT (AC),s 0,76 Ramsay et al, 2000

HVM36 2H TCCAGCCGACAATTTCTTG AGTACTCCGACACCACGTCC (GA)13 n.d. Liu et al, 1996
Bmac132 2H AACCTCCATAGTGTAGGGG GTTTGTTCTTTTGATTTTGTTG (AC)1s n.d. Ramsay et al, 2000
Bmac93 2H CGTTTGGGACGTATCAAT GGGAGTCTTGAGCCTACTG (AC)2a 0,81 Ramsay et al, 2000
Bmag0378 2H CTTTTGTTTCCGTAGCATCTA ATCCAACTATAGTAGCAAAGCC (AG)14 0,79 Ramsay et al, 2000
Bmac67 3H AACGTACGAGCTCTTTTTCTA ATGCCAACTGCTTGTTTAG (AC)1s 0,82 Ramsay et al, 2000
Bmag0006 3H TTAAACCCCCCCCCTCTAG TGCAGTTACTATCGCTGATTTAGC (AG)y7 0,64 Ramsay et al, 2000
Bmag0225 3H AACACACCAAAAATATTACATCA CGAGTAGTTCCCATGTGAC (AG)y6 0,42 Ramsay et al, 2000
Bmag0013 3H AAGGGGAATCAAAATGGGAG TCGAATAGGTCTCCGAAGAAA (CT)a1 0,72 Ramsay et al, 2000

HVMO03 4H ACACCTTCCCAGGACAATCCATTG AGCACGCAGAGCACCGAAAAAGTC (AT)z n.d. Liu et al, 1996
Bmag353 4H ACTAGTACCCACTATGCACGA ACGTTCATTAAAATCACAACTG (AG)z1 0,67 Ramsay et al, 2000
HVMLOH1A 4H CCTCCCCTCTGATATGATAA GTACAGACGGTTTAATTGTCC (GA)s 0,52 Ramsay et al, 2000
HdAMYB 4H CAAGCAAAAGGTTAAAGGTGCC TTGTCGAAACCCATCCGCTC (TG)10(G)16 n.d. Pillen K et al, 2000

Tabla 3. SSR utilizados en el estudio. G. L. Grupo de ligamiento en cebada segtn bibliografia. PIC (Polymorphism information content, contenido
de informacién polimérfica): valores obtenidos en la referencia bibliogréfica. Valor n.d.= no determinado o no disponible.

Las concentraciones utilizadas en cada caso en un volumen total de 15 pl en todos los casos y los
programas utilizados son los siguientes:

Para GBM1176, HdAMYB, HVM36,HVMO03, HYMO04 y HVLEU se utilizé una concentracién de 0,1 uM
de cada primer, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de Roche con 1U de Taq Polimerasa y 30
ng de DNA, utilizando un programa que incluye 10 ciclos de 1 minuto a 942C, una temperatura de
anillamiento de 652C durante 1 minuto, decreciendo 0,5 grados en cada ciclo y 1 minuto a 722C, seguido
de 25 ciclos de 1 minuto a 942C, 1 minuto a 602C y 1 minuto a 722C, con 3 minutos finales a 72°C.

Para scssr09041, scssr15334, scssr07970 y scssr04056 se utilizé una concentracién de 0,4 uM de
cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de Roche con 0,6U de Taq Polimerasa y 30
ng de DNA, utilizando un programa de 40 ciclos de 30 segundos a 9429C, 45 segundos a 602C y 2 minutos
a 729C, con 10 minutos finales a 729C.

En el caso de HVGLB2 y HYHEMH1se utilizé una concentracion de 0,1uM de cada primer, 2,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de Roche con 0,25 U de Taq Polimerasa y 60 ng de DNA, utilizando
un programa que constaba de 10 ciclos 1 minuto a 9429C, 30 segundos a 642C descendiendo un grado en
cada ciclo y 1 minuto a 749C, seguido de 30ciclos de 1 minuto a 942C, 1 minuto a 552C y 1 minutos a
72°C, con 5 minutos finales a 722C.
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Nombre G.L Secuencia prim'er directo (- Secuencia primer reverso (5’-3’) Motivo repetido PIC Referencia
del SSR 3’)
GBM1176 S5H TATACATCAGCGGGCCTTTT CTCCAACCTCGCAAAGAGTC (AT)g 0,7 Varshney RK et al, 2007
Bmac0113 S5H TCAAAAGCCGGTCTAATGCT GTGCAAAGAAAATGCACAGATAG (AT)7(AC)1s 0,66 Ramsay et al, 2000
HVHEM-H1 S5H TCCTGGCCTTCTTCCTGCTG AATTATATTGTTATTATCATGGCAGTC (T)s 0,44 Pillen K et al, 2000
EBmac970 S5H ACATGTGATACCAAGGCAC TGCATAGATGATGTGCTTG (AC)g 0,49 Ramsay et al, 2000
HvLEU S5H TTGGAAGTGTACAGCAATGGAG TGAAAGGCCCCACAAGATAG (ATTT), n.d. Becker J. y Heun M. 1995
scssr15334 | 5H GGGAGCCGTAAGTAAGAACC CGACCTCTGAATCTCAAATCC (CTT)10 n.d. Varshney RK et al, 2007
scssr09041 | 5H CATGTCAGTGGGGTTCTAGC TCTACTTGGACCTGCTGACC (CATA)1, n.d. Varshney RK et al, 2007
Bmac0316 | 6H ATGGTAGAGGTCCCAACTG ATCACTGCTGTGCCTAGC (AC)19 0,69 Ramsay et al, 2000
Bmag500 6H GGGAACTTGCTAATGAAGAG AATGTAAGGGAGTGTCCATAG (AG)sCG(AG),s(AGAGGG);(AG)s 0,8 Ramsay et al, 2000
Bmag0173 | 6H CATTTTTGTTGGTGACGG ATAATGGCGGGAGAGACA (CT)o 0,72 Ramsay et al, 2000
Ebmac0806 | 6H ACTAAGTCCTTTCACGAGGA GTGTGTAGTAGGTGGGTACTTG (CA)sGA(CA)s(CA)s 0,78 Ramsay et al, 2000
Bmac40 6H AGCCCGATCAGATTTACG TTCTCCCTTTGGTCCTTG (AC)20 0,89 Ramsay et al, 2000
scssr07970 7H TGCATTGGGAGTGCTAGG TGCAAGAAGCCAAGAATACC - 0,69 Varshney RK et al, 2007
HVMO04 7H | AGAGCAACTACCAGTCCAATGGCA  GTCGAAGGAGAAGCGGCCCTGGTA (AT)g n.d. Liu Z-W et al, 1996
Bmag0206 | 7H TTTTCCCCTATTATAGTGACG TAGAACTGGGTATTTCCTTGA (GT)5(AG)14 0,79 Ramsay et al, 2000
Bmag0120 | 7H ATTTCATCCCAAAGGAGAC GTCACATAGACAGTTGTCTTCC (AG):s 0,86 Ramsay et al, 2000
Bmacl56 | 7H AACCGAATGTATTCCTCTGTA GCCAAACAACTATCGTGTAC (AC),,(AT)s 0,89 Ramsay et al, 2000
scssr4056 7H CCCATGAAGCCTCTTTACG GGAACGGAGGGAGTATTAAGC (CT)s 0,81 Varshney RK et al, 2007
Bmag0135 | 7H ACGAAAGAGTTACAACGGATA GTTTACCACAGATCTACAGGTG (AG)10GG(AG)y, 0,87 Ramsay et al, 2000
HVGLB2 7H GCCAGCCAAACCTCAGTTCG AGCGTCTAATGCAGTCCGGC (GT)s(G)1> n.d. Pillen K et al, 2000

Tabla 3. Continuacidn. SSR utilizados en el estudio. G. L. Grupo de ligamiento en cebada segun bibliografia. PIC (Polymorphism information

content, contenido de informacidon polimérfica): valores obtenidos en la referencia bibliogréfica. Valor n.d.= no determinado o no disponible.

Finalmente, con los SSR descritos por Ramsay et al se utilizd en todos los casos una concentracién de
0,3 uM de cada primer, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de Roche con 0,6U de Taq
Polimerasa y 30 ng de DNA, utilizando un programa diferente segun fuera el caso. Para Bmac00032 se

usé un programa que constaba de un ciclo de 1 minuto a 942C, una temperatura de anillamiento de
662C durante 1 minuto y 1 minuto a 722C, 5 ciclos de 942C durante 30 segundos, 652C durante 30
segundos y 722C durante 30 segundos, decreciendo 12C la temperatura de anillamiento, seguido de 24
ciclos de 942C durante 30 segundos, 602C durante 30 segundos y 722C durante 30 segundos, con 5
minutos finales a 722C de elongacién. Para Bmac0134, HVYMLOH1A, HvHVA1, Bmac0316,EBmac806,
EBmac970, Bmac93, Bmac67 y Bmacl156, un programa que incluye un ciclo de 1 minuto a 942C, una
temperatura de anillamiento de 552C durante 1 minuto y 1 minuto a 722C, seguido de 30 ciclos de 30
segundos a 949C, 30 segundos a 552C y 30 segundos a 722C, con 5 minutos finales a 722C. Mientras que
para Bmag0211, Bmag0378, Bmag0225, Bmag0382, Bmac0132, HvALAAT, Bmag0353, Bmag0500,
Bmac040, Bmag0206, Bmag00013, Bmag0006, Bmac0113, Bmag0173, Bmag0120 y Bmag0135 se utilizd
un programa idéntico al ultimo descrito, pero en ambos casos con una temperatura de anillamiento de
582C en vez de 559C.
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2.2.2 Marcadores intragénicos

Se utilizaron también marcadores intragénicos (tabla 3) para los genes de vernalizacion VRN-H1 (Fu
et al, 2005) y VRN-H2 (Szlics et al, 2006), los genes de sensibilidad a fotoperiodo Ppd-H1 (Turner et al,
2005) y Ppd-H2 (Ana Casas, comunicacion personal) para los cuales la poblacion es polimdrfica, asi como
un marcador intragénico del gen denso (Jia et. al 2009) y los genes HvCO4 del cromosoma 2H y srh (short
rachilla hair) del 5H.

Nomb're de los G. L Secuencia primer directo (5’- 3’) Secuencia primer reverso (5’-3’) Enzu'na'(?e Nevada Barbarrosa Referencia
primers restriccion
denso 3H CGCTGATTAACTGGGACACA GTTCGCTCGTTAGGAAGCAG Sau96l cz')\‘r(;a Corta Jia et al, 2009
SNP22 (ppd-H1) 2H ATGCGAATGGTGGATCGGC TATAGCTAGGTGCGTGGCG BstUI cz')\‘r(;a Corta Turner 2005
HvCO4 2H TGCGTGATGGTGCGATCTTTCT CATAGTACAGACGCAAGCGCTCAT BsaWI Corta No corta -
HVFT3 (ppd-H2) 1H ATCCATTGGTTGTGGCTCAT GTGGAGGGTTTGGAATCGTA - Ampl. n.a. Ana Casas
Intrl/H/1 (VRN-H1) 5H GCTCCAGCTGATGAAACTCC CTTCATGGTTTTGCAAGCTCC - Ampl. n.a. Fu et al, 2005
Intrl/H/3 (VRN-H1) 5H TTCATCATGGATCGCCAGTA AAAGCTCCTGCCAACTACGA - n.a. Ampl. Fu et al, 2005
srh (0s09g323208B) 5H GATGCTGTAGTGATTGCAAGGT AAAGTAACAAACATCGGCGTCT - n.a. Ampl. -
Szucs P et al,
ZCCT-Ha/b (VRN-H2) 4H | CCTAGTTAAAACATATATCCATAGAGC GATCGTTGCGTTGCTAATAGTG - n.a. Ampl. 2006

Tabla 4. Marcadores intragénicos utilizados. G.L. Grupo de ligamiento. Ampl. Los primers utilizados amplifican. N.a. Los primers utilizados no
amplifican.

Para VRN-H1 se utilizaron dos parejas de primer (tabla 4). Esta descrito que la diversidad de VRN-H1
se debe a una delecidn total o parcial del intrén 1 de este gen, de forma que las plantas que poseen esta
delecién no reconocen el represor de floracién Vrn-H2 y florecen en ausencia de vernalizacion. Por ello,
para hacer el diagndstico de VRN-H1 se utilizaron los primers Intr1/H/F1y Intr1/H/R1 descritos por Fu et
al, 2005 que amplifican una regién de 474 pares de bases del gen VRN-H1 cuando esta presente la
deleccién del intron 1 de dicho gen en contraposicién a los primers Intrl/H/F3 y Intr1/H/R3 de los
mismos autores que amplifican una region de 403 pares de bases cuando no existe esta deleccion. Para
ello se amplificaron en un volumen total de 15 pl que contenia 30 ng de DNA y 0,6U de taq polimerasa
con una concentracion de 0,3 uM de cada pareja de primers, 2,3 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y
Buffer 1x de Roche, usando un programa de 38 ciclos de 942C durante 30 segundos, 552C durante 30
segundos y 722C durante un minuto seguido posteriormente de un ciclo de 722C durante 10 minutos.
Pudiendo detectar de esta manera las lineas que como Nevada llevan la deleccidon, en cuyo caso
amplifican tan solo con los primers Intr1/H/F1 y Intr1/H/R1 y las que no llevan esta deleccién, como
Barbarrosa, que tan solo amplifican con los primers Intrl/H/F3 y Intr1/H/R3, asi como aquellas lineas
que son heterocigotas.

En el caso de VRN-H2 se utilizaron los primers descritos por Sziics et al, 2007 para los genes ZCCT-Ha
y ZCCT-Hb. Esta descrito que las plantas que portan el alelo recesivo vrn-H2 presentan una deleccion
total de los 3 genes ZCCT-H (Fu et al, 2005; Karsai et al, 2005; von Zitzewitz 2005), de manera que el
marcador elegido en este caso es el InDel ZCCT-Ha/b cuyos primers se encuentran reflejados en la tabla
4, realizando una PCR que consta de 38 ciclos de 942C durante 30 segundos, 552C durante 30 segundos y
729C durante 30 segundos, seguido posteriormente de un ciclo de 722C durante 10 minutos para un
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volumen total de 15 para cada reaccién que contenia 30ng de DNA, 0,6 U de Taq polimerasa y una
concentracién de 0,3 uM de cada pareja de primers, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de
Roche, distinguiendo las lineas que llevan dicha deleccién, como Nevada, de las que no la llevan, como
Barbarrosa.

Para la evaluacion del gen PPD-H1 se utilizé el SNP 22 descrito por Turner et al (2005) como la causa
principal de la mutacion ppd-H1. Este SNP es una mutacion de una base en el dominio CCT, dominio
conservado en las proteinas PRR, producto de este gen, la cual causa un cambio de Gly a Trp. Esta
mutacién consiste en un cambio de G a T produciéndose un sitio de corte para BstU! en el alelo ppdH1.
De esta manera amplificando esta regidon utilizando los cebadores de la tabla 4 y digiriendo este
producto con BstU! podemos distinguir las lineas de la poblacidon que llevan el alelo ppd-H1, como el
parental Nevada, de las que llevan el alelo Ppd-H1, como Barbarrosa. Para la amplificacién se utilizé una
concentracién de 0,2 uM de cada primer, 1,25 mM de MgCl,, 1U de Taq Polimerasa, 0,2 mM de dNTPs y
Buffer 1x de Roche con 20 ng de DNA en un volumen de reaccion de 15 pl, utilizando un programa que
incluye 6 ciclos de 45 segundos a 942C, una temperatura de anillamiento de 652C durante 45 segundos,
decreciendo un grado en cada ciclo y 1 minuto a 722C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 942C, 45
segundos a 602C y 1 minuto a 722C, con 7 minutos finales a 722C de elongacion. Posteriormente el
producto de esta PCR era incubado a 602C con 0,8U de BstU! para cada muestra durante toda la noche.

Ppd-H2 fue evaluado mediante PCR utilizando los primers disefiados por Ana Casas que amplifican
una region de 431 pares de bases entre los exones 1 y 2 del gen HVFT3, teniendo en cuenta que las
lineas que portan el alelo recesivo ppd-H2 se supone que no tienen el exdn 1 de este gen, de manera
gue las lineas como Barbarrosa, no amplificaran nada utilizando esta combinacién de primers. En este
caso se usO un programa que constaba de 6 ciclos de 942C durante 45 segundos, 632C durante 45
segundos y 729C durante 1 minuto, decreciendo 12C la temperatura de anillamiento, seguido de 35
ciclos de 942C durante 45 segundos, 582C durante 45 segundos y 722C durante 1 minuto, con 7 minutos
finales a 729C de elongacion, utilizando un volumen de reaccién de 15 pl que contenia 30 ng de DNA, 1U
de taq polimerasa y una concentracion de 0,2 uM de cada primer, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y
Buffer 1x de Roche.

En cuanto al alelo denso, se utilizaron los primers descritos por Jia et al, 2009 que amplifican una
region del intron 2 del gen Hv200x2 de 194 pares de bases, donde nos encontramos que las variedades
gue portan el alelo denso, como Nevada, tienen una sustitucion de guanina a adenina. Este
polimorfismo es facilmente detectable debido a que esta guanina se encuentra en el Unico sitio de corte
de la enzima de restriccion Sau96/ (NEB) en el fragmento amplificado por los primers anteriormente
mencionados. De esta manera, nos encontramos que las lineas sin el alelo denso, tras la digestién con
esta enzima, presentan dos bandas, una de 106 pares de bases y otra de 88 pares de bases, mientras
qgue, en las lineas con el alelo denso, el sitio de corte de Sau96/ al haber sido alterado, presentan una
Unica banda de 194 pares de bases, como ocurre con Nevada. Para la PCR se usé una concentracién de
0,4 uM de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 1,2U de Taq Polimerasa, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de
Roche con 50 ng de DNA en un volumen de reaccién de 15 pul, usando un programa de 35 ciclos de 942C
durante un minuto, 552C durante 45 segundos y 722C durante un minuto seguido posteriormente de un
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ciclo de 722C durante 5 minutos. Este producto de amplificacién se incubd a 372C durante toda la noche
con 0,5U de la enzima de restriccion.

Para el caso de HvCO4, este fue previamente secuenciado en ambos parentales para buscar posibles
polimorfismos utilizando primers disefiados a partir de las bases de datos del NBCI para este gen en
cebada. Los polimorfismos detectados se utilizaron posteriormente en toda la poblacion para su mapeo,
pero en este caso se buscd un polimorfismo que fuera diana de una enzima de restricciéon en uno de los
parentales y no en el otro. Este fue el caso de BsaWI (NEB), la cual digeria en Nevada uno de los
fragmentos secuenciados de un total de 635 pb en dos fragmentos, uno de 409pb y otro de 226pb. Esto
es debido a que al secuenciar dicho fragmento de 635 pb existe un SNP del cual la enzima de restriccién
BsaW!I es diana sélo en el caso del alelo procedente de Nevada. Para la amplificacién de este fragmento
se utilizé una concentracion de 0,2 uM de cada primer, 2 mM de MgCl,, 1 U de Taq Polimerasa,0,2 mM
de dNTPs, 10% DMSOy Buffer 1x de Biotoolscon 50 ng de DNA en un volumen de reaccién de 15 pl. Para
la PCR se usd un programa PCR-Touchdown que contaba con 25 ciclos de 942C durante un medio
minuto, 552C durante un minuto y 722C durante tres minutos cada uno de ellos, con un Touchdown
previo de 10 ciclos con temperaturas y tiempos de desnaturalizacion y elongacion exactos a los de los 25
ciclos posteriores, pero donde la temperatura de anillamiento (Ta) descendia un grado en cada ciclo,
partiendo de 652C. A todo ello le siguid finalmente de un ciclo de elongacion de 5 minutos a 729C. Este
producto de amplificacion se incubd a 602C durante toda la noche con 1U de la enzima de restriccion.

El gen srh (short rachilla hair) determina la longitud de los pelos de la raquila en los granos de
cebada y ha sido mapeada en el cromosoma 5H (Druka et al, 2011). En este sentido, se observd que
Nevada posee pelos largos en la raquila, mientras que Barbarrosa tiene pelos cortos, por lo que se utilizé
parte del estudio realizado durante la estancia en el James Hutton Institute. De esta manera, se
disefiaron primers en una region proxima a este gen donde a partir de estudios de mapeo por asociacion
se determiné en que region del genoma se encontraba este, asi como las regiones homalogas en arroz y
Brachipodium, de manera que se disefiaron primers préximos a dicha region a partir de la secuencia mas
similar a uno de los genes de arroz de esta regién homodloga, 0s09g32320B, donde con esta
combinacion sélo amplificaban Barbarrosa y los miembros de la poblacidn con el alelo de este parental
(pelo corto). Para la PCR se usé una concentracién de 1uM de cada primer, 2,5 mM de MgCl,, 1 U de Taq
Polimerasa, 0,2 mM de dNTPs y Buffer 1x de Roche con 10 ng de DNA en un volumen de reaccién de
10ul, usando un programa de 25 ciclos de 942C durante un minuto, 552C durante 30 segundosy 72°C
durante un minuto seguido posteriormente de un ciclo de 722C durante 5 minutos, con 10 ciclos previos
de touch down PCR donde la temperatura de anillamiento descendia 12C en cada ciclo, partiendo de
652C.
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2.2.3 Diversity Array Technology (DArT)

Diversity Array Technology (DArT) es una tecnologia genérica de genotipado a un coste efectivo que

fue desarrollada por el doctor Andrzej Kilian para superar alguna de las limitaciones de otros

marcadores moleculares. Las principales ventajas del uso de DArTs son que es una tecnologia fiable

basada en la hibridacién del DNA en microarrays, no depende a priori de informacidon de secuencias,

tiene un alto rendimiento de procesamiento con altos niveles de complejidad y se obtienen gran

cantidad de datos reproducibles a bajo coste.

Para la obtencion de estos datos se enviaron las muestras a Diversity Array Technology P/L-Triticarte

P/L donde se solicitd el servicio “Barley Pst/ (BstN/) v1.7” que comprende alrededor de 1500 marcadores

polimdrficos en un amplio rango de cultivares de cebada australianos y europeos.

La tecnologia DArT consiste en una serie de pasos (Wenzl et al, 2004):

a.

Reduccién de la complejidad del DNA de interés: Preparacion del DNA de una mezcla

representativa de distintos cultivares e cebada que es cortado con la enzima de restriccion
Pstl. Un adaptador Pstl se liga con T4 DNA ligasa y el producto de ligacidon se amplifica
mediante PCR utilizando el primer especifico DArT-Pstl.

Creacién de una libreria: Los amplicones posteriormente son clonados en E. coli y dichas

colonias transformantes seleccionadas, cada una conteniendo un producto de PCR
diferente, se mantienen en glicerol al 10%.

Miniaturizacion de la libreria en portaobjetos de vidrio: De cada muestra mantenida en

glicerol se realiza una PCR genérica a fin de obtener multiples copias de cada fragmento
obtenido de la amplificacién del producto de ligacién en la reduccion de la complejidad del
DNA. Estos productos de PCR se precipitan y se purifican para preparar los portaobjetos que
contendran el DNA a hibridar en los pasos posteriores.

Hibridacion de DNA marcado con fluorocromos en los portaobjetos: Las muestras con el

DNA de cebada problema se someten al mismo proceso explicado en reducciéon de la
complejidad del DNA, de manera que estos amplicones en esta ocasién son purificados,
desnaturalizados y marcados con el fluorocromo cy3. A su vez se purifican, se desnaturalizan
y se marcan con el fluorocromo cy5 el DNA procedente del producto de ligacidon contenido
en los plasmidos de las colonias obtenidas en la libreria original, que serd el mismo DNA que
tendremos en los portaobjetos (microarrays), de manera que se puede utilizar de referencia.
Este DNA marcado, obtenido de ambas vias se desnaturaliza y se hibrida en los portaobjetos
(microarrays) obtenidos en la miniaturizacion de la libreria. Posteriormente, tras dejar toda
una noche hibridando esto a 652C, estos portaobjetos son lavados y escaneados para
detectar la seiial de hibridacién.
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e. Extraccion y andlisis de datos: El software DARTSOFT desarrollado por la empresa Diversity

Array Technology P/L-Triticarte P/L automaticamente localiza los puntos en todos los pares
de imagenes escaneadas (cy3, cy5) generadas en un experimento, eliminando aquellos con
una débil sefial de referencia y computa y normaliza las intensidades de hibridacidon relativas
(calculadas como log[cy3muestra/cySreferencia]). De esta manera de cada clon polimdrfico
se marca como 1 6 0 en la muestra problema si esta hibrida o no.

2.3 Realizacion de un mapa genético de la poblacion (Nevada x Barbarrosa) x
Barbarrosa (NxBxB)

El mapa genético se realizd utilizando el programa desarrollado por van Ooijen JoinMap 4. Para ello,
se utilizaron 347 marcadores polimérficos en la poblacién. En este programa se cargaron todos los datos
de los marcadores moleculares utilizados en este estudio y se calculd el agrupamiento de los loci
utilizando los genotipos de los 347 marcadores, utilizando como parametro de agrupamiento el valor-
LOD del test por independencia. Para calcular este parametro se le indicd un paso inicial con un valor de
2,0, un valor final de 10,0 y un tamafio de 1,0 en cada paso que determina los rangos y pasos de los
niveles de significacion que seran usados en el agrupamiento. Un determinado loci que esté
significativamente asociado al valor del umbral del LOD estudiado en ese momento con al menos un
miembro de un grupo estard en ese grupo. El valor del LOD independiente que calcula JoinMap se basa
en el estadistico G* para independencia en una tabla de contingencia de dos vias: G= 230log(O/E)
donde O y E son los individuos observados y esperados respectivamente en una celda. Bajo la hipdtesis
nula el estadistico tiene una distribucion chi cuadrado con tantos grados de libertad como nimero de
filas menos uno multiplicado por el nimero de columnas menos uno. El test de independencia no esta
afectado por la distorsiéon de la segregacién, lo que nos lleva a una menor incidencia de falsos
ligamientos porque si los pares pueden diferir en el nUmero de celdas de la tabla de contingencia, pero
en ese caso los grados de libertad diferiran también. Por eso, el estadistico G> con mas de un grado de
libertad es transformado a estadistico G* con un grado de libertad usando una aproximacién basada en
la igualdad de los valores-P. Finalmente, para conseguir la escala normal del LOD, el valor obtenido lo
multiplica por 0,217 (=0,5*log10(e)). Cuando en un retrocruzamiento no existe distorsién de segregacién
este valor de LOD es igual al valor LOD normalmente utilizado en los andlisis de ligamiento (denominado
en JoinMap como linkage LOD).

Una vez obtenidos los grupos, se procedié a ordenar los marcadores y calcular las distancias entre
estos. Para ello se utilizé el método de mapeo por regresién del mismo programa, ya que los grupos de
ligamiento obtenidos oscilaban entre 12 y 62 marcadores, con lo cual computacionalmente este método
era viable, y para calcular las distancias se utilizé la funcién de Haldane.
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3. Resultados

3.1 Marcadores moleculares

Capitulo segundo

Los 39 SSR habian sido seleccionados de manera que estos se situaran uniformemente

distribuidos por el genoma. Por este motivo nos encontramos tal como se muestra en la tabla 5 cinco

marcadores de este tipo en el grupo de ligamiento 1H, otros cinco en los grupos 2H1 y 6H, cuatro en los

grupos 3H y 4H, seis en el grupo 1H y 5H y nueve en el grupo 7H distribuidos en cinco SSR en el subgrupo

7H1 y cuatro en el 7H2. El microsatélite scssr7970 resulto ser polimdrfico para dos loci distintos que,

aunque mapearon ambos en el grupo 7H1, lo hicieron en posiciones bien distintas, como vemos en la

tabla 5. Por tanto, nos encontramos con 40 marcadores microsatélites. Mientras que la situacién en el

mapa obtenido de los siete marcadores intragénicos utilizados corresponde a la esperada, como

describe la tabla 4.

Nombre del SSR | Barbarrosa (pb) Nevada (pb) G.L Posicion (cM)
Bmag0211 186 180 1H 64,739
HvVALAAT 199 202 1H 68,014
Bmac0032 237 217 1H 104,387
Bmag382 109 109 1H 125,291
HvHVA1 151 154 1H 134,098
Bmac0134 168 148 2H1 4,699
HVM36 110 112 2H1 16,597
Bmac132 191 189 2H1 69,192
Bmac93 157 159 2H1 70,398
Bmag0378 139 149 2H1 91,359
Bmac67 173 179 3H 65,715
Bmag0006 172 176 3H 71,306
Bmag0225 148 164 3H 99,199
Bmag0013 165 157 3H 129,806
HVMO03 178 210 4H 12,186
Bmag353 122 114 4H 32,374
HVMLOH1A 183 175 4H 68,232
HdAMYB 211 192 4H 106,309

Tabla 5. Resultados del tamafio de banda de los distintos microsatélites en los dos parentales, asi como su posicidn en los grupos de ligamiento

obtenidos en el mapa de la poblacién de estudio.
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Nombre del SSR | Barbarrosa (pb) Nevada (pb) G.L. Posicion (cM)
GBM1176 282 288 5H 62,867
Bmac0113 181 197 5H 90,057
HVHEM-H1 200 196 5H 94,436
EBmac970 192 190 5H 103,897

HVLEU 171 167 5H 127,965
scssr15334 192 176 5H 155,472
scssr09041 168 146 5H 262,151
Bmac0316 165 139 6H 2,3

Bmag500 164 176 6H 19,58
Bmag0173 124 150 6H 54,603
Ebmac0806 158 170 6H 91,662
Bmac40 226 220 6H 155,136
scssr07970 277 293 7H1 22,671

scssr07970b 220 181 7H1 116,3

HVMO04 198 204 7H1 23,26
Bmag0206 251 247 7H1 26,498
Bmag0120 260 230 7H1 63,183

Bmac156 159 143 7H2 9,82

scssr4056 146 188 7H2 17,935
Bmag0135 138 161 7H2 19,606
HVGLB2 212 nulo 7H2 25,167

Capitulo segundo

Tabla 5. Continuacidn. Resultados del tamafio de banda de los distintos microsatélites en los dos parentales, asi como su posicion en los grupos

de ligamiento obtenidos en el mapa de la poblaciéon de estudio.

Los restantes marcadores utilizados en el mapa son de tipo DArT, utilizdndose de toda la bateria

obtenida en el microarray, los que, siendo polimérficos, tenian un PIC adecuado para la utilizacién en la

realizacién el mapa genético.
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3.2 Mapa genético

El mapa genético obtenido esta compuesto por un total de nueve grupos de ligamiento como

observamos en la figura 5.
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Figura 5. Mapa obtenido con la poblacién NxBxB. En color negro estan marcados los marcadores de tipo DArt, en verde los SSR y en rojo los

marcadores intragénicos.

El mapa consta de un total de 347 marcadores, de los cuales 300 son de tipo DArT, distribuidos
en un total de 1203,3 cM distribuidos en los nueve grupos de ligamiento obtenidos. Los marcadores se

distribuyen de la siguiente manera, tal y como vemos en la tabla 6.

a.! Grupo 1H: con 45 marcadores y una longitud de 183,7 cM. En este grupo nos encontramos
el marcador de HvFT3, gen candidato a ppdH2, en la posicion 115,2.

b.! Grupo 2H1: con un total de 33 marcadores y una longitud de 91,4 cM. En él se encuentran
los marcadores del gen CO4 y el marcador SNP22, correspondiente al gen ppdH1 en las

posiciones 89,4 y21,9 respectivamente.
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c.!' Grupo 2H2: Con un total de 20 marcadores, todos ellos de tipo DArT, distribuidos en 52,3
cM.

d.! Grupo 3H: con 57 marcadores en una longitud de 184,6 cM. En él mapea denso en la
posicion 122.

e.! Grupo 4H: con 26 marcadores distribuidos en 106,6 cM. Aqui se encuentra el marcador para
el gen VRNH2 en la posicion 98,3.

f.I' Grupo 5H: con 59 marcadores y un total de 264 cM. En él se encuentran el gen shr en la
posicion 170,4 y los dos marcadores utilizados para mapear el gen VRNH1, el cual se
encuentra en la posicion 210.

g.! Grupo 6H: con 49 marcadores distribuidos en 179,2 cM.

h.! Grupo 7H1: con 42 marcadores, de los cuales 5 son microsatélites, en 116,3 cM.

i.!'" Grupo 7H2: con 16 marcadores, 4 de ellos microsatelites, en 25,2 cM.

Grupo Longutud N total de SSR otros densidad
(cM) marcadores (marcador/cM)

1H 183,7 45 6 HVFT3 0,245
2H1 91,4 33 5 CO4 y SNP22 0,361
2H2 52,3 20 0 0,382
3H 184,6 57 4 denso 0,309
4H 106,6 26 4 ZCCTHa 0,244
SH 264 59 7 shry VRNH1 0,223
6H 179,2 49 5 0,273
7H1 116,3 42 5 0,361
7H2 25,2 16 4 0,635
Total 1203,3 347 40 7 0,288

Tabla 6. Resumen del mapa NxBxB donde nos encontramos el nimero de marcadores distribuidos por tipo y grupo de ligamiento, asi como la
longitud total y por grupo y sus densidades.
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4. Discusion

En un primer lugar, nos encontramos con que el mapa obtenido a partir de los 347 marcadores
polimodrficos para la poblacion de estudio tiene 9 grupos de ligamiento, en vez de 7 grupos que seria lo
propio en cebada. Ademads, los marcadores no se encuentran distribuidos homogéneamente a lo largo
de estos, sino que se encuentran formando grupos.

El mapa obtenido con esta poblacién coincide con la posicidon relativa de los marcadores
utilizados para este estudio con mapas previos (Ramsay et al, 2000; Sziics et al, 2009; Vahrsney et al
2007; Wenazl et al, 2006; GrainGenes), por tanto podemos concluir que este mapa es correcto para su
utilizacion en trabajos posteriores para la busqueda de QTL. En la figura 6 observamos la comparativa
entre el mapa obtenido para la poblacion NxBxB y el mapa consenso de DArTs de Wenzl| et al (2006).
Aqui podemos observar como la distribucién relativa de los marcadores tipo DArTs y microsatélites es
altamente similar entre ambos mapas, coincidiendo incluso en la posicion relativa del gen shr, mapeado
en el cromosoma 5H.
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El hecho de encontrarnos con 9 grupos es facilmente explicable, ya que puede que existan zonas
del genoma no polimérficas en la poblacién que nos llevan a un “agujero” en las frecuencias de
recombinacién tan grande que derivan en asignar a dos grupos diferentes lo que realmente esta en uno
solo. Esto es lo que sucede con los grupos 2H que lo tenemos dividido en 2H1y 2H2 y el grupo 7H que se
encuentra dividido en 7H1y 7H2.

En el caso de 2H esta division esta causada por la seleccidon previa que tuvo la poblacion de
estudio, utilizando para obtener la poblacién solamente las lineas de seis carreras. Se sabe que este
caracter estd controlado por el gen !"#8$ el cual se encuentra en el grupo 2H (Franckowiak y Lundqvist,
1997;Komatsuda et al, 1998) y haciendo una comparacion con el mapa consenso de DArTs (Wenzl et al,
20016) y el mapa de la poblacién Oregon Wolfe Barley (Szlics et al, 2009) en el cual se integran tanto
DArTs como el gen !"#$%e ve claramente que existe una zona intermedia entre los grupos 2H1 y 2H2
donde se encuentra este gen (ver figura 8).Por tanto, en estas lineas esta fijado dicho caracter, lo que
implica que existe una baja tasa de recombinacién en esta region.

También debemos sefalar que podemos observar una regidon no informativa en cromosoma 4H,
ya que el principio de este, no se encuentra en el mapa de NxBxB, region donde se encuentra el gen int-
¢, otro gen implicado en la determinacién de que sean cebadas de seis o dos carreras (Druka et al, 2011).

2H
DAIT NxBxB

(s Joo<a

1"#$%&' () Comaparativa de los grupos de ligamiento 2H (izquierda) y 7H (derecha) del mapa consenso de DArTs (Wenzl et al, 2006) con los
grupos de ligamiento 2H1, 2H2, 7H1 y 7H2 del mapa obtenido con la poblacion NxBxB. En ella nos encontramos de color rojo los marcadores de
tipo DArT que son comunes en ambos mapas y en color verde los microsatelites comunes. Se encuentra tambien marcado en color azul el gen
1"#$&n el grupo 2H del mapa consenso.
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Algo similar ocurre con el grupo 7H, dividido en dos grupos (7H1 y 7H2) debido a la baja
frecuencia de recombinacién. En este caso nos encontramos que esto ocurre en la region donde se
encuentra el gen'() *+, (+!-.$ ) el cual no segrega en la poblacion de estudio. Al parecer, esto abarca
una amplia regidn proxima a este ya que si nos fijamos en las homologias existentes tanto con el mapa
de ligamiento de Wenlz et al (2006) y la homologia de este con el mapa (bin Map) de Marcel et al (2007)
observamos que el vacio existente en el mapa NxBxB abarca, usando la terminologia de Marcel et
al(2007) desde finales del bin 3, donde se encuentra el ultimo marcador DArT homodlogo al mapa
consenso de DArTs del grupo 7H1, el bPb-7399, a finales del bin 7, donde mapea el primer DArT
homologo al grupo 7H2 (bPb-8833). Lo que nos lleva a una pérdida de una regiéon importante del
cromosoma 7H, por lo que debemos tenerlo en cuenta a la hora de buscar caracteres cuantitativos.

Por otro lado, la utilizacién de DArTs nos ha llevado a obtener un mapa en el cual los
marcadores se encuentran agrupados en zonas concretas con distancias muy pequefias entre si, siendo
imposible el conseguir un mapa saturado con distancias entre marcadores de un centimorgan. Incluso se
han eliminado una gran cantidad de marcadores tipo DArT que mapeaban exactamente en la misma
posicion que otro si incluido en el mapa. Si observamos el mapa consenso de DArTs de Wenlz et al
(2006) observamos que existe este mismo problema (figura 7).

Este problema se debe a la propia metodologia de los DArTs cuyos clones a hibridar
posteriormente, procedentes de la libreria previamente creada, se encuentran en zonas muy préximas
del genoma o en lugares idénticos. Esto podria ser debido a que la enzima de restriccion utilizada, /#01
podria cortar en distintos sitios en las distintas variedades utilizadas para la creacién de la libreria, lo que
podria haber provocado la creacion de distintos clones, que posteriormente fueron asignados como
marcadores diferentes, pero en realidad, coinciden con la misma zona del genoma. Este problema se
intentd subsanar mediante el anclaje en el mapa de otro tipo de marcadores, como fueron los
microsatélites. Pero a pesar de todo, nos seguimos encontramos regiones donde existen vacios de mas
de diez centimorgans, lo que se traduce en una densidad media relativamente baja, 0,288 marcadores
por centimorgan, o lo que es lo mismo, una media de un marcador cada 3,5 cM, con el inconveniente
sefialado anteriormente de que estos no se encuentran uniformemente distribuidos, ya que como
observamos al comparar las densidades en los distintos grupos, nos encontramos con densidades que
oscilan de un marcador cada 1,6 cM en el grupo 7H2 a un marcador cada 4,1 cM como es el caso de los
grupos 1H y 4H.

Por otro lado, nos encontramos que una caracteristica de esta poblacion es que, al derivar de un
retrocruzamiento, las frecuencias esperadas de alelos no son iguales para los dos parentales (1:1), como
ocurre en poblaciones derivadas tanto de dihaploides como de RILs procedentes de cruzamientos
simples, sino que se espera una distribucién 3:1 (3B:1N). Debido a esto, debemos tener en cuenta que el
poder de resolucion de la prueba es menor, a pesar de usar algoritmos que tienen en cuenta dichas
frecuencias. Por esto mismo, a la hora de usar este mapa genético para la deteccidon de caracteres
cuantitativos debemos tener en cuenta que algunos QTL de efecto pequefio podrian quedar
enmascarados, lo que no quita que queden bien reflejados los QTL con mayor efecto.
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Por todo lo dicho anteriormente, concluimos que el mapa de la poblacién (Nevadax Barbarrosa)
x Barbarrosa (NxBxB) finalmente es considerado valido para su utilizacién de deteccidon de caracteres
cuantitativos que nos ocupa en los capitulos posteriores de este trabajo, teniendo en cuenta las
caracteristicas del mismo ya descritas. Destacando también, el hecho de que este mapa procede de una
poblacién no exdtica, sino de una poblacién directamente aplicada en un plan de mejora genética de
cebada, por lo que los posteriores resultados tienen una aplicacion directa para la obtencién de nuevas
variedades comerciales.
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Capitulo tercero:

Control genético de las distintas fases de
desarrollo hasta espigado en una poblacion
de cebada
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El desarrollo de un cultivo se define como una secuencia de eventos fenoldgicos controlados por
el genotipo, el ambiente (principalmente temperatura y fotoperiodo) y su interaccion (Garcia del Moral
et al, 2002). Considerando los cambios que ocurren en el apice, el tiempo hasta la antesis puede
dividirse en tres fases: produccién de hojas (fase vegetativa), produccion de espiguillas (fase temprana
reproductiva) y crecimiento de la espiga (fase reproductiva tardia, la cual ocurre durante la elongacién
del tallo (Appleyard et al., 1982; Slafer y Rawson, 1994). Varios autores han demostrado la variabilidad
fenotipica de la duracién de las tres fases, comparando diferentes grupos de cultivares, e incluso la
variabilidad de la fase reproductora tardia en variedades con tiempo de antesis similares (Appleyard et
al., 1982; Kernich et al., 1995, 1997). Por otro lado, la respuesta a vernalizacidn, fotoperiodo y
temperatura puede diferir enormemente tanto entre genotipos como entre fases (y relativamente esta
variacién entre fases puede ser mayormente independiente (Slafer y Rawson, 1994; Miralles y Richards,
2000; Gonzalez et al., 2002). Esta evidencia ha llevado a estos autores a sugerir que las diferentes fases
desde la siembra hasta la antesis podrian estar bajo distintos mecanismos de control genético (Digel et
al, 2015) y que estas fases podrian manipularse sin cambiar el tiempo total hasta antesis (Slafer et al.,
1996).

Los caracteres fenoldgicos poseen una importancia critica ya que ellos no sélo confieren una
adaptabilidad a ambientes particulares, sino también una influencia en la mejora del rendimiento a
través del incremento del potencial de rendimiento, aunque el rendimiento se va formando
continuamente desde la siembra hasta la madurez de la espiga (Slafer y Rawson, 1994), el periodo de
elongacion del tallo es critico ya que es donde se define la antesis definiéndose el nimero de espiguillas
fértiles, lo cual se traducird en el numero final de granos (Fischer, 2007; Miralles y Slafer, 2007). Por
tanto, se ha propuesto que la longitud de la duraciéon de la fase de elongacién del tallo, sin modificar el
tiempo total hasta antesis, podria incrementar el nimero de granos por metro cuadrado (Slafer et al.,
2005) y, por lo tanto , el potencial de rendimiento del grano en cereales de grano pequefio (Fischer,
2007, 2008; Miralles y Slafer, 2007) ya que el peso del grano es mucho mas estable que el nimero de
granos en cereales de grano pequeiio (Peltonen-Sainio et al, 2007), incluyendo la cebada (Garcia del
Moral et al, 2002).

Durante la fase de elongacién del tallo, la muerte de las espiguillas coincide con el rapido
crecimiento de tallo y espiga, los cuales se encuentran en competencia por asimilados (Kirby, 1988) y se
ha demostrado que la duracion de la fase de elongacién del tallo puede correlacionarse con el nimero
de espiguillas fértiles en antesis (Gonzalez et al., 2003a) y, en consecuencia, el nimero de granos por
metro cuadrado (Miralles et al, 2000; Gonzalez et al, 2003b). También se ha demostrado
especificamente en cebada que podria haber mas potencial para aumentar el nimero de granos al



Capitulo tercero

reducir el nivel de aborto de espiguillas (que ocurre durante el alargamiento del tallo) que el hecho de
aumentar el numero maximo de primordios de espiguillas (Kernich et al., 1997).

Por todos estos motivos el control genético de la duracion de las fases de pre-espigado posee un
interés crucial para mejorar el potencial de rendimiento del cultivo de la cebada. Pero a pesar de esta
importancia ampliamente demostrada, pocos estudios al respecto hay sobre las evidencias del control
genético de la duracion de estas fases, la mayoria de ellos realizados en trigo (Whitechurch et al, 2007;
Gonzalez et al, 2002; Gonzalez et al, 2005; Lewis et al, 2008).

En este sentido, Borras et al (2009), no encontrd correlaciones genéticas entre las fases hasta
encafiado de la planta y elongacién del tallo en la poblacién Henni x Meltan, la cual a pesar de derivar de
dos cultivares primaverales del norte de Europa, posee una alta variabilidad genética, segregacion
transgresiva y heredabilidad para ambas fases. Borras-Gelonch et al. (2010) encontré algunos QTL
responsables de las diferencias del control genético de ambas fases en esta poblacion, la cual no segrega
para los principales genes de desarrollo. Mientras que Borras-Gelonch et al (2012) realizé un estudio de
estas caracteristicas en la poblacion Steptoe x Morex, la cual si segrega para dichos genes (Hayes et al,
1993; Kikuchi et al, 2009). Bajo este fondo genético la duracion de la fase hasta encafiado y la duracidn
de la fase de elongacion del tallo no correlacionaban, lo que parece indicar control genético diferencial.
Para la fase de encafiado los mayores efectos se debieron al gen //2 *+38& a 4567 en la fase de
elongacion del tallo, ademds de otra serie de QTL con pocos o nulos efectos en el tiempo total hasta
espigado.

Por tanto, este capitulo de tesis tratara de dilucidar estos aspectos tanto para la duracion de las
fases de pre-espigado, como numero de hojas desarrolladas en cada una de las fases de estudio, asi
como las correlaciones tanto entre ambos caracteres (nUmero de hojas y duracidon en tiempo térmico),
como entre fases. Para ello se ha utilizado un fondo genético distinto que también segrega para los
principales genes de desarrollo de respuesta a fotoperiodo y vernalizacion, por lo que, para tratar de
resolver el papel en el control genético de dichas fases por parte de estos genes, se han aplicado
ambientes controlados extremos, con distintos tratamientos de vernalizacién y fotoperiodo, con el fin
de encontrar como afectan estas variables ambientales a las distintas fases de pre-espigado.
Paralelamente, se tratara de seleccionar las lineas que podrian tener un potencial ajuste del tiempo de
encafiado/elongacion del tallo sin afectar al tiempo total hasta espigado con el fin de potenciar la fase
de llenado de grano y por tanto, el rendimiento.
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2.1 Poblacion y material vegetal utilizados

La poblacién utilizada para este estudio fue la poblacién de 185 lineas BC1F5 (Nevada x
Barbarrosa) x Barbarrosa (NxBxB) descrita en el anterior capitulo, utilizandose el mapa genético
obtenido en este ultimo para realizar la deteccidn de caracteres cuantitativos (QTL).

2.2 Caracterizacion fenoldgica de la poblacion NxBxB para la deteccion de las
distintas fases de desarrollo

Para el estudio fenoldgico se realizaron ensayos en ambiente controlado, manipulando las
condiciones de temperatura y fotoperiodo segun el tratamiento que se queria estudiar. Los caracteres
medidos en ambos tipos de ensayos, fueron los que posteriormente se utilizaron para su analisis y
deteccion de QTL.

Estos ensayos se realizaron en los invernaderos de cereales del Instituto Tecnoldgico Agrario de
Castilla y Ledn durante la campafia 2008/2009. En ellos se aplicé la combinacion de dos factores:
vernalizacién y fotoperiodo resultando cuatro tratamientos diferentes: fotoperiodo largo (17 horas de
luz) vernalizado (VL); fotoperiodo corto (10 horas de luz) vernalizado (VS), fotoperiodo largo no
vernalizado (L) y fotoperiodo corto no vernalizado (S)(ver tabla 7).

" #1 $" 1 $# !
Y& () - & ! %&I()*+,- +HE& | $O*+,-+HE& | SO+, HE& |

g’ﬁ %&()*$ +,$ *.%/$ +,$ g’ﬁ &) +$ S WIS +$ | o) oo ¢ 281, (641%! $
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B675-*.%/$+,$)'8$ 695-*.%/$+,$)'8% 675-*.%/$+,$)'8% 695-*.%/$+,$)'8%

*&+,&'-)'Tabla donde quedan representados los cuatro ensayos realizados en el estudio, con los tratamientos aplicados en cada caso.

La vernalizacion consistio en 8 semanas con temperaturas de 42C durante la noche y 82C
durante el dia y tras estas ocho semanas en las que se mantuvieron las plantas en las camaras de frio del
mismo centro, se llevaron a los invernaderos para mantener temperaturas entre 202C durante el dia y
102C noche.

En el caso de los ensayos sin vernalizar, se realizé la siembra dos semanas antes de terminar el
periodo de vernalizacidon de los ensayos anteriores, con el fin de que todas las plantas acumularan el
mismo tiempo térmico y se encontraran en el mismo grado de desarrollo. En este caso, las temperaturas
se mantuvieron entre 202C durante el dia y 102C en la noche durante todo el ciclo. En el caso del
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fotoperiodo corto se mantuvieron 10 horas de luz hasta el 15 de diciembre, ya que a partir de este
momento se aprovecho el fotoperiodo natural.

En todos los casos se sembraron seis semillas BC1F5 procedentes de espigas individuales de
cada linea, ademds de los parentales y los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic. A continuacion se
anotaron las fechas de nascencia, de manera, que tras las ocho semanas del periodo de vernalizacion y
las dos semanas de germinacion, segun procediera, se eligieron las tres plantas de cada linea para cada
uno de los ambientes que eran similares eran entre si en tamano y fecha de nascencia. Estas se
colocaron en los invernaderos en macetas independientes siguiendo un disefio experimental aleatorio,
de forma que cada ensayo constara de tres repeticiones.

En todos los casos se evaluod:

¥$

588

el indice de Haun (Haun 1973), tomandose como referencia el tallo principal y
valorandose éste cada dos dias,

el nimero de dias hasta el espigado y hoja bandera,

el nimero de hojas totales de este mismo tallo (TL) y

el nimero de hojas situadas a una altura al primer nudo menor a 2,5 centimetros, asi
como la altura al nudo menor a 2,5 centimetros y la altura total al nudo situado a mas
de 2,5 centimetros de cada planta con el fin de estimar el nimero de hojas basales (BL),
gue corresponde al numero de hojas que ha formado la planta antes de encafiar, lo cual
nos da idea de la necesidad o no de cada linea a vernalizar debido a que este parametro
nos marca el momento de la induccién de floracion dependiendo de su necesidad o no
a acumular horas de frio y/o de luz. De esta manera se pueden clasificar las distintas
lineas en lineas de invierno o de primavera, ya que esta claro que en cebada la
diferenciacién del apice del tallo para la formacion de la espiga y el inicio del
alargamiento del tallo son dos fendmenos controlados por diferentes mecanismos
genéticos (Appleyard et al, 1982; Kernich et al, 1995, 1997; Digel et al, 2015). Esto hace
qgue, en variedades de primavera, de poca sensibilidad al fotoperiodo, en condiciones
de fotoperiodo largo, la duracion del periodo de inicio de encafiado a espigado sea
mayor que en variedades de invierno sensibles al fotoperiodo.

Finalmente los pardmetros evaluados para realizar la diseccidén genética de las distintas fases de
desarrollo hasta espigado fueron:

¥
¥

¥

el nimero de hojas totales (TL) y basales (BL),
el numero de hojas caulinares (SEL) como la diferencia entre el nimero de hojas totales
menos las basales (TL-BL),
los tiempos térmicos utilizando los datos obtenidos de los termo hidrégrafos instalados
en los distintos invernaderos obteniéndose:
&)! el tiempo térmico desde nascencia hasta encafiado (J),
+)! el tiempo térmico desde nascencia hasta llegar al estado de hoja bandera (FL)y
.)!' el tiempo térmico desde nascencia hasta espigado (F) y
/)! el tiempo térmico para la elongacion del tallo principal (SE) como el tiempo
térmico desde encanado o estado de doble arruga del dpice (primordios folial y
floral) hasta alcanzar el estado de hoja bandera (de J a FL),
0)! el filocrono (PHY), como tiempo térmico para que se desarrolle una hoja y
1! se determind también el ratio entre el tiempo térmico de elongacion del tallo y
el tiempo térmico hasta encafiado (SE/J), el cual se ha observado tener una alta
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heredabilidad en otras poblaciones de cebada (Borras-Gelonch et al,2010;
Borras-Gelonch et al,2012) y bajos efectos de la interaccion genotipo por
ambiente (Borras-Gelonch et al,2012).

2.3 Metodologia de los andlisis estadisticos empleados

2.3.1 Andlisis preliminares: Estadistica descriptiva

Con el fin de resumir y ver mas claramente todos los parametros estudiados se realizé un
analisis estadistico descriptivo de todos ellos en cada uno de los ensayos realizados, tanto de campo
como de invernadero, empleandose los estadisticos: media poblacional, desviacién standard, maximo y
minimo, asi como las medias de los dos parentales, Barbarrosa y Nevada.

Asi mismo se ha realizado un estudio de las correlaciones de los distintos caracteres estudiados
en cada fase de pre-espigado, numero de hojas y tiempo térmico, y entre las distintas fases. Se ha
utilizado el coeficiente de correlacién de Pearson, considerandose significativas aquellas correlaciones
con un grado de significacion igual o menor al 0,05. Para ello se ha utilizado el estadistico correlacion en
GenStat 12 (Payne 2009), el cual calcula dicho parametro.

2.3.2 Andlisis de varianza

En primer lugar, se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) para cada caracter estudiado,
en el conjunto de los cuatro ambientes de este estudio.

El objetivo de este analisis es una primera aproximacién a la deteccion de posibles diferencias
tanto genotipicas como ambientales, a la importancia que cada uno de estos dos factores puede
representar en cuanto a las diferencias totales detectadas y la identificacion de una posible existencia de
interaccion genotipo x ambiente (GXE en adelante) que debera ser tenida en cuenta, caso de resultar
significativa, para una correcta interpretacion de los resultados y para definir correctamente el resto de
la metodologia empleada.

El modelo general utilizado para este analisis de varianza fue:

Yi= W +gi+ e+ gey+ by + g

Siendo Yy el valor fenotipico del genotipo i-ésimo en el bloque k-ésimo del j-ésimo ambiente; p
la media total de todas las observaciones; g; el efecto del genotipo i-ésimo; e; el efecto del ambiente j-
ésimo; g la interaccidn del genotipo i-ésimo en el ambiente j-ésimo; bj el efecto del bloque k-ésimo en
el ambiente j-ésimo y g = componente del error experimental, o variacién residual de la observacién en
el bloque k-ésimo del ambiente j-ésimo para el genotipo i-ésimo. Los efectos principales genotipo y
ambiente se consideraron factores fijos y el bloque se consideré como aleatorio.
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Para la resolucion del presente modelo de analisis de varianza se ha utilizado el analisis de
varianza general del Genstat 12 (Payne et al, 2009b).

Se realizd también para todos los caracteres estudiados un analisis AMMI (Additive Main effects
and Multiplicative Interaction) (Mandel, 1971; Gauch, 1988; Zobel et al, 1988; Gauch & Zobel 1997) el
cual combina el andlisis de varianza para los efectos principales aditivos (genotipico y ambiental) con el
analisis por componentes principales para la interaccion GxE, siendo ampliamente utilizado en ensayos
de rendimiento.

El modelo AMMI es el siguiente:

Yijk= H +g+ EJ+Z}\n Cik djk+ eij+ bjk+Eijk

Donde p es la media total de todas las observaciones; g; es el efecto del genotipo i-ésimo; e; el
efecto del ambiente j-ésimo; A, el autovalor del eje n del andlisis por componentes principales de la
interaccion; ciy es el vector propio unitario del genotipo i-ésimo asociado al eje n el cual puede ser
interpretado como sensibilidades genotipicas; dj es el vector propio unitario del ambiente j-ésimo
asociado al eje n y puede ser interpretado como caracterizaciones ambientales (van Eeuwijk et al, 2005);
bjc es el efecto del bloque k-ésimo en el ambiente j-ésimo y 6; es el residual de la interaccién. Los
vectores unitarios son adimensionales, estando las unidades incluidas en el factor A.

El ajuste de este modelo se realiza en dos etapas. En la primera etapa se estiman los efectos
aditivos segun el modelo utilizado para el analisis de varianza general. En la segunda etapa se genera
una matriz de interaccion GxE como residuo del modelo ANOVA y se descompone en valores singulares
gue permiten estimar los vectores unitarios genéticos y ambientales (Romagosa et al, 2008).

Las coordenadas genotipicas (IPCAng) y ambientales (IPCAne) se calculan multiplicando cada
uno de los vectores unitarios por la raiz cuadrada del autovalor del eje sobre el que estan definidos
(IPCA, Interaction Principal Component Analysis).

Los grados de libertad para cada eje definido se calculan a partir de la formula propuesta por
Gollob (1968): Gl = g + a — 2n. Donde g es el numero de genotipos, a el de ambientes y n el nimero de
orden en la definicién del eje en el proceso de componentes principales.

La suma de cuadrados para cada eje se obtuvo multiplicando la suma de cuadrados de la
interaccion GxE por el porcentaje de variacién retenido en cada eje.

A partir de aqui se puede completar una tabla estandar de analisis de varianza para la definicion del
nimero de ejes que deben ser incluidos en el modelo (son significativos), con la obtencion del
estadistico F aproximado (Gollob, 1968) que compara los cuadrados medios de cada eje con el cuadrado
medio del error experimental o residuo puro.

Para apoyar en la decisién del nimero de ejes a seleccionar se puede considerar un maximo de
explicacion de la interaccién basado en el porcentaje de ruido que ésta pueda englobar (Gauch, 1992).
Para dicho célculo se multiplicé el cuadrado medio del error experimental por los grados de libertad de
la interaccion GxE, lo que nos define la suma de cuadrados atribuible al ruido presente en la interaccién.
El maximo de la suma de cuadrados de interaccién, que se considera debe explicarse, se obtuvo
restando a la suma de cuadrados de la interaccion la suma de cuadrados atribuible a ruido.

Una forma alternativa muy sencilla para establecer el nUmero de términos bilineales a retener
consiste en determinar aquéllos que explican un porcentaje mayor que el esperado de acuerdo a la
suma de cuadrados de GxE. Este valor corresponde a dividir 100% por el minimo del numero de
genotipos menos uno o del nimero de ambientes menos uno (Romagosa et al, 2008).
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El analisis AMMI permite la obtencion de graficos de dispersidon de facil interpretacién en cuyos
ejes se pueden representar tanto los efectos principales (en forma de medias genotipicas y ambientales)
como las coordenadas de los ejes de explicacién de la interaccion (Voltas et al, 1999).

En general, cuando lo que se representa son los efectos principales y las coordenadas sobre un
eje IPCA (normalmente IPCA1 por ser el que mayor porcentaje de interaccion explica), el efecto de
interaccion de un genotipo en un determinado ambiente sera positivo cuando las coordenadas
genotipica y ambiental sobre el eje IPCA compartan el mismo signo, y negativo cuando sean de signos
distintos. Si son dos ejes IPCA de interaccién los que se representan, el valor de la interaccion puede
observarse en funcién de la distancia al origen de la proyeccion ortogonal del punto en el gréfico del
genotipo sobre la recta que une el origen con el punto definido para el ambiente. El signo de la
interaccion serd positivo si el angulo formado entre los vectores del genotipo y del ambiente es agudo, y
negativo si forman un angulo obtuso (Voltas et al, 2002).

Desde un punto de vista practico no es aconsejable la utilizacion de mas de tres ejes de
explicacion de la interaccién, pues interpretar con un numero mayor de ejes es una tarea compleja vy,
muchas veces ineficaz; demostrando la experiencia que, pese a poder haberse obtenido significatividad
en la variacion explicada por el cuarto eje o superior, ésta suele estar dominada por ruido o no tener
una interpretacion bioldgica (Gauch & Zobel 1996). Lo mas practico, segin la experiencia, es la
utilizacion de dos ejes, siempre y cuando sumen la mayoria de la explicaciéon del modelo.

2.3.3 Busqueda de genotipos mds adaptados a condiciones mediterrdneas para un
hipotético ajuste de las fases para optimizar el potencial de rendimiento

Se buscaran las lineas que tengan un comportamiento dptimo para condiciones mediterraneas.
Es decir, aquellas lineas que siendo lo suficientemente precoces para salvar la sequia terminal que se
sufre en estos ambientes tengan optimizado el tiempo de llenado de grano para obtener mayores
rendimientos (Slafer et al., 2005; Fischer, 2007, 2008; Miralles y Slafer, 2007) ). Para ello se elaborara un
modelo construido bajo la premisa de que la sensibilidad a fotoperiodo podria cambiar entre la fase
hasta encafiado de la planta y elongacion del tallo y que la variacién entre fases puede ser altamente
independiente (Salfer y Rawson 1994; Miracles y Richards 2000; Gonzalez et al, 2002) habiéndose
encontrado bajas correlaciones genéticas entre ambas fases.

Por tanto, se van a seleccionar las lineas que bajo condiciones de vernalizacién y fotoperiodo
corto (VS) poseen tiempos de encafiado mas cortos, diferencidandose entre lineas de primavera y de
invierno, mientras que bajo condiciones de vernalizaciéon y fotoperiodo largo poseen un tiempo de
elongacion del tallo mayor y, por tanto, seglun la hipdtesis propuesta por Slafer et al (2005) un
incremento del potencial de rendimiento.

Para lograrlo se ha construido un hipotético modelo en el que el tiempo térmico hasta encafiado
corresponde con los tiempos térmicos hasta encafiado bajo condiciones de fotoperiodo corto y
tratamiento de vernalizacion, simulando el inicio del ciclo bajo las latitudes mediterraneas, mientras que
los tiempos térmicos de la fase de elongacion del tallo serdn tomados del ensayo bajo condiciones de
vernalizacién y fotoperiodo largo, ya que habiendo satisfecho las necesidades de vernalizacion de las
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lineas que lo necesitan para inducir la floracién, simula el fotoperiodo que tiene lugar durante la fase de
elongacion del tallo y espigado. De esta manera nos acercaremos al ciclo bajo las condiciones
ambientales naturales de la meseta castellana, donde al inicio del ciclo bajo siembra otofial, por la
latitud donde esta situada, este comienza con fotoperiodo largo y condiciones invernales, por tanto se
sacia también la necesidad de vernalizar de las lineas invernales durante el periodo que va desde la
siembra hasta el encafiado, para finalmente producirse la elongacidon del tallo y el espigado bajo
condiciones de dia largo al final del ciclo.

Para lo cual se calculd el ratio SEy/Jyc utilizdndose los tiempos térmicos en numerador vy
denominador en funcidon de los ambientes sefialados: tiempo térmico de la duracidon de la fase de
elongacion del tallo en el ambiente VL entre el tiempo térmico de la fase de encafiado en VS.

Asi, el modelo del tiempo térmico de espigado utilizando los parametros mencionados
anteriormente, queda de la siguiente manera:

Espigado(m)=Jys+SEy +(Fyi-FLy\)

donde (m) indica el modelo; Jys es el tiempo térmico desde nascencia hasta encafiado en el ensayo VS;
SEy es el tiempo térmico de la fase de elongacién del tallo en el ensayo VL; Fy, es el tiempo térmico
desde nascencia hasta espigado en el ensayo VL y FLy, es el tiempo térmico desde nascencia hasta
alcanzar el estado de hoja bandera en el ensayo VL. Se calcularon los pardmetros tanto de tiempo
térmico hasta espigado como de tiempo térmico hasta estado de hoja bandera, encafiado y tiempo
térmico de elongacidn del tallo principal de cada una de las lineas dentro del modelo.

Se realizd un analisis estadistico descriptivo del modelo, calculdandose también las correlaciones
de Pearson entre las distintas fases introducidas en el modelo, comparandolas con las correlaciones
obtenidas entre estas fases en los distintos ensayos realizados, para finalmente seleccionar las lineas
cuyo ratio SEy/lys sea mas elevado, dividiendo estas en lineas seleccionadas precoces y tardias en
funcion de que el tiempo total de espigado en el modelo sea mayor o menor a la media poblacional en
dicho modelo.

Se comprobd el comportamiento de estas lineas seleccionadas bajo condiciones de
vernalizacién y fotoperiodo largo, VL, por ser el ensayo realizado que mas se ajusta a la realidad del ciclo
en la meseta castellana, donde bajo siembra primaveral existe el cultivo esta expuesto a fotoperiodo
largo durante todo el ciclo de este y a condiciones de vernalizacidon debido a las bajas temperaturas de
los primeros meses del ciclo (febrero, marzo). Asi mismo se estudié el comportamiento de las mismas
bajo los modelos AMMI explicados en el apartado anterior para cada una de las fases introducidas en el
modelo utilizado para su seleccion.
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2.3.4 Metodologia para la deteccidn de caracteres cuantitativos (Quantitative trait
loci, QTL) en la poblacion (Nevada x Barbarrosa) x Barbarrosa y sus interacciones

2.3.4.1 Deteccion de QTL de las variables estudiadas y su interaccion con el ambiente (QTLxE)

El mapeo de caracteres cuantitativos se considera una herramienta importante dentro de la
mejora genética de plantas. Los QTL se detectan dentro del genoma de una poblacion biparental
basandose en la asociacion entre los marcadores moleculares polimérficos y el fenotipo de los
individuos de dicha poblacién.

De esta manera, se han utilizado modelos mixtos para la deteccidon de QTL para cada caracter
estudiado mediante un analisis multi-ambiental para buscar, ademas de los principales QTL de cada
caracter en cada ambiente, si la interaccion ambiental de cada uno de ellos es significativa. Todos estos
modelos fueron llevados a cabo en el programa estadistico GenStat12 (Payne et al, 2009a).

Para llevar a cabo los modelos mixtos para el analisis multi-ambiental de QTL era necesario
calcular por un lado los predictores genéticos (genetic predictors) y por otro los mejores estimadores
lineales insesgados (Best Linear Unbiased Predictors, BLUPs) para cada cardcter en cada uno de los
ambientes estudiados (todos los ensayos).

Por tanto, los predictores genéticos de los efectos aditivos genéticos se calcularon en todas las
posiciones de los marcadores genéticos utilizados en la elaboracion del mapa genético de la poblacién
de estudio. Estos se definen como las covariables genotipicas que reflejan la composicion genotipica de
un genotipo en una localizacién especifica de un cromosoma (Lynch & Walsh 1998). Estos predictores
genéticos fueron introducidos en todos los modelos mixtos de analisis de QTL como las variables
explicatorias de la variacién genética.

Por su parte, los BLUPs para cada caracter fueron calculados para cada ensayo de este estudio
utilizando el criterio de maxima probabilidad restringida (Restricted Maximum Likelihood (REML)) que
incorpora Genestat 12 (Payne et al, 2009b). Para ello se utilizaron los testigos y parentales como efectos
fijos y como efectos aleatorios los datos obtenidos para cada linea de la poblacion para cada caracter en
cuestion, asi como la disposicién en columnas y filas de cada ensayo y la repeticion.

En el modelo mas sencillo para la estima de los efectos de un QTL el fenotipo (P) equivale a la
suma de los efectos del genotipo y el error (e), donde e incluye todas las interacciones, lo cual significa
qgue los efectos del ambiente (E) y la interaccién de este con los efectos genotipicos esta incluida en el
error.

P=e+G

Para la deteccidén de los principales QTL se utilizaron modelos mixtos lineales. En un andlisis
preliminar se calcularon los componentes de la varianza de cada caracter en todos los ambientes
estudiados, asi como las heredabilidades en sentido estricto para cada caracter. Estas fueron calculadas
como la relacidon entre la varianza genética y la varianza ambiental, donde el genotipo fue ajustado
como la variable aleatoria. A continuacién, se llevé a cabo la deteccién de QTL mediante un analisis
multi-ambiental. Todos los estos modelos mixtos y el analisis de varianza se llevaron a cabo utilizando el
software estadistico GenStat12 (Payne et al, 2009b).
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Para el uso de modelos mixtos en el analisis de la interaccién genotipo por ambiente, las
diferencias ambientales fueron tomadas como termino fijado mientras que las diferencias genotipicas
entre las distintas lineas se tomaron como termino aleatorio, donde el fenotipo era el resultado de la
suma de los efectos ambientales fijados (E), los efectos aleatorios genotipicos (G) y la interaccion
genotipo por ambiente (GxE). De este modo el fenotipo (P) se podria resumir como:

P=p+E+G+GxE+e

Por tanto, la busqueda de QTL a través de un andlisis multiambiental mediante la utilizacién de
modelos mixtos, consistié en dos pasos.

En el primero de ellos, habia que calcular los efectos del término GE. Para ello se eligid el mejor
modelo varianza-covarianza de cada caracter a lo largo de todos los ambientes estudiados para cada
uno de ellos utilizando el criterio de informacidon Bayesiana (Bayesian information criterion, BIC) (Hastie
et al, 2001) para poder seleccionar en cada caso concreto el mejor modelo de entre los descritos por
Boer et al (2007) de estructura varianza-covarianza: compound symmetry (CS), diagonal (DG), uniform
covariance and unequal variance (UCH) and first-order factor analytic model (FA1).

En un segundo paso, los predictores genéticos y las matrices de varianza-covarianza se utilizaron
para un escaneo completo del genoma en busca de los QTL significativos para cada caracter. Para ello se
realizé un analisis preliminar mediante mapeo por intervalo simple (“marker regression” o “Simple
Interval Mapping, SIM), de manera que los QTL significativos en este analisis preliminar se tomaron
como cofactores, afiadiéndose como términos fijados, en el mapeo por intervalo compuesto
(“Composite Interval Mapping”, CIM), para ajustarse al siguiente modelo:

yijl =H + EJ + Z” L Xil ajl + GXEU

donde vy es el valor del cardcter del genotipo (linea) i en el ambiente j, L es el conjunto de QTL, E;
representa los principales efectos ambientales, x; son los predictores genéticos aditivos del genotipo i
para el locus | y a; son sus efectos asociados. El término GE; se asumié como la matriz varianza-
covarianza que sigue una distribucién multi-Normal que fue calculada para cada caracter segun se ha
descrito previamente.

El umbral de deteccién de QTL se calculé segun lo describieron Cheverud (2001) y Li & Ji (2005). El
intervalo de confianza corresponde a las posiciones correspondientes a:

['lOglo(Pmax )'Z)r _Ioglo(Pmax )+2]

2.3.4.2 Busqueda de interacciones entre los QTL detectados (QTLxQTL)

La busqueda de interacciones entre QTL se realizé por separado en cada uno de los ensayos
para cada caracter estudiado. Para ello se utilizaron modelos mixtos a través del procedimiento REML de
Genstat 12.

De esta manera, se tomaron como efectos fijados los QTL que fueron significativos en el analisis
multi ambiental de QTL de cada ensayo y los genotipos como efectos aleatorios para calcular los efectos
mediante este procedimiento y posteriormente se fueron comprobando cuales de estas interacciones
eran significativas, afiadiendo éstas como elementos fijados.

Finalmente, se calcularon los efectos aditivos de las interacciones significativas tanto dentro del
modelo, como la interaccion por separado.
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3.1 Resumen pardmetros estudiados

Asi como era de esperar el ambiente que condujo a una aceleracién del desarrollo es VL, en el
gue todas las plantas completaron el desarrollo hasta espigado entre 6 y 9 hojas totales y espigaron en
un tiempo térmico entre 525 y 14389C. Las mayores diferencias se observaron en el ensayo L, ya que
todas las plantas que no necesitan vernalizar se beneficiaron de la aceleracién por fotoperiodo y
espigaron a los 55-60 dias (unos 7002C) y 6,7 hojas, mientras que las lineas invernales que necesitan
vernalizar espigaron a los 18002C (unos 133 dias) con hasta 15 hojas. Esta dispersion de datos también
gueda reflejada en las mayores varianzas de este ambiente (tabla 8). Las condiciones menos inductivas
para la floracién correspondieron al ambiente S, en el que se observaron las lineas mas tardias con
tiempos térmicos de hasta 20002C para espigado y 15 hojas.

De tal manera que los tiempos térmicos mas cortos desde nascencia a encafiado de la planta
corresponden efectivamente al ambiente mas inductivo, VL, y los mas largos a VS, donde las plantas
primaverales con sensibilidad a fotoperiodo largo llegaron a tener tiempos de encafiado de hasta
1047°C con unas 6 hojas. En cuanto a los dias necesarios desde la nascencia hasta el inicio de floracion
de cada una de las lineas este oscila entre 65y 111, 107 y 159, 53 y 133 y entre 113 y 139 para VL, VS, L

y S respectivamente.

El resumen de los caracteres estudiados asi como los valores para los dos parentales queda
reflejado en la tabla 8.

Fotoperiodo largo Fotoperiodo corto

Sin vernalizacién Sin vernalizacion

50 25
@ 40 9 20
2 30 ¢ 15
-
X 10 X 5

0 N — 5 e —

2002400 4002600 6002800 800a 1,000a 1,200a 1,400a 600a 700a 800a 900a 1,000a 1,100a 1,200a 1,300a

1,000 1,200 1,400 1,600 700 800 900 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400

Grados centigrados Grados centigrados

Fotoperiodo largo Fotoperiodo corto

Con vernalizacion Con vernalizacién
40 40
4 4
IGE) ” g » -
s, . [ | [ [ - s 0 [ |
100a 150a 200a 250a 300a 350a 400a 450a 200a 300a 400a 500a 600a 700a 800a 900a 1,100a
150 200 250 300 350 400 450 500 300 400 500 600 700 800 900 1,000 1,200

Grados centigrados Grados centigrados

-Grupo que incluye a Barbarrosa - Grupo que incluye a Nevada

2%31".4'5) Frecuencias relativas de del tiempo térmico del encafiado de las plantas en los ensayos realizados bajo condiciones de vernalizacién y
fotoperiodo controlados.
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Por tanto, si comparamos las distribuciones de las frecuencias relativas de cada uno de los
parametros medidos (graficos 4 a 7), podemos observar que existe una segregacion para cada uno de
ellos, de manera que estos caracteres son validos para su utilizacién para la deteccién de QTL
responsables de dichos caracteres.

En este sentido nos encontramos que el ensayo sin vernalizar y fotoperiodo largo divide a las
lineas en dos grupos para todos los caracteres analizados (graficos 6 y 7), mientras que en el resto de
ensayos existe una distribucién normal para estos caracteres. Esto se le ha achacado principalmente a la
necesidad o no que tienen las lineas de vernalizar para que se induzca la floraciéon, de manera que las
lineas situadas mas proximas al hipotético grupo que incluye a Nevada corresponden a las lineas que no
necesitan vernalizar, al igual que este parental, mientras que las lineas mas préximas a Barbarrosa
corresponderian a las lineas invernales.

Fotoperiodo largo Fotoperiodo corto
Sin vernalizacion Sin vernalizacién
30 40
§ 20 8 30
£ S 20
Qpg— | ®
e 10
o E— | [ 0 | ] -_
350a 400a 450a 500a 550a 600a 650a 700a 800a 4002500 5002600 600a700 7002800 800a900 900a1,000 1,000a
400 450 500 550 600 650 700 750 850 1,100
Grados centigrados Grados centigrados

Fotoperiodo corto
Con vernalizacién

Fotoperiodo largo
Con vernalizacion

50

@ 40 30

[

£ 30 = 20

n\c 20 10 -
" [ |

0a200 400a600 6002800 800a1,000 1,000a  1,200a  1,400a
1,600

% lineas

3002400 400a500 5002600 600a700 700a800 800a900 1,200 1,400

Grados centigrados Grados centigrados

-Grupo que incluye a Barbarrosa - Grupo que incluye a Nevada

2%31".&'6) Frecuencias relativas de la integral térmica correspondiente al tiempo térmico de elongacién del tallo principal de las plantas, que
comprende desde el momento de encafiado hasta el momento en el que este alcanza el estado de hoja bandera tomado en los ensayos de
invernadero realizados bajo distintas condiciones de vernalizacidn y fotoperiodo.

Aunque cabe destacar que para el caracter de tiempo térmico desde encafiado hasta alcanzar el
estado de hoja bandera en el tallo principal, tiempo térmico de elongacion del tallo principal, no se
detectd este efecto en este ambiente, ni en ningln otro, de manera que estas condiciones podrian ser
validas para detectar habitos invernales o primaverales respecto a los demds caracteres, a excepcion de
este. Pero hemos de destacar que este efecto si fue detectado para el ratio entre la duracién de la fase
elongacion del tallo principal y la de encafiado (SE/J).

También nos encontramos que en el ambiente con fotoperiodo corto sin vernalizacion ambos
parentales tienen tiempos similares de espigado, encontrandolos en el mismo grupo en el grafico de

frecuencia (grafico 6).
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Fotoperiodo corto

Fotoperiodo largo
Sin vernalizacion

Sin vernalizacion

40 25
T
* 0 - o ... .
1,600 a1,650 a1,700 a1,750 a1,800 a1,850 a1,900 a1,950 a2,000 a2,050 a

0a200 600a 800a 1,000a 1,200a 1,400a 1,600a 1,800a
800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000 1,650 1,700 1,750 1,800 1,850 1,900 1,950 2,000 2,050 2,100
Grados centigrados Grados centigrados

Fotoperiodo corto

Fotoperiodo largo
Con vernalizacién

Con vernalizacion

30
25
20
£ 20
5
el 0 o — — —
1,800a

500a 600a 700a 800a 900a 1,000a 1,100a 1,300a 1,400a 0a200 1,000 a 1,200a 1,400 a 1,600a
600 700 800 900 1,000 1,100 1,200 1,400 1,500 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000

% lineas
=
w
% lineas

Grados centigrados Grados centigrados

-Grupo que incluye a Barbarrosa - Grupo que incluye a Nevada - Grupo que incluye a ambos parentales

2%31".4'7) Frecuencias relativas de la integral térmica correspondiente al tiempo térmico de floracién del tallo principal de las plantas tomado
en los ensayos de invernadero realizados bajo distintas condiciones de vernalizaci! n y fotoperiodo.

Fotoperiodo largo Fotoperiodo corto
Sin vernalizacion ) P R
Sin vernalizacion
30
25 50
3 20 40
[ %)
£ 15 3 30
0\0 10 . . _E 20
5 =
| | -. || [— 0
0 - [
0.2a 0.4a 0.6a 0.8a la 12a 14a 16a 1.8a 2a 22a 0 F—
04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 224 0.22040.42060.6a08 08al 1al2 1.2al4l4al6l6als8
Ratio Ratio
iodo| Fotoperiodo corto
I(::otopeno |'° argo Con vernalizacién
on vernalizacion
50
40
40
”
o 30 g 30
£ 20 =
= s 20
O 10 - 10 -
- . . - -

05a1 1al5 15a2 2a25 25a3 3a35 35a4 05al1l 1al5 15a2 2a25 25a3 3a35 35a4
Ratio Ratio

-Grupo que incluye a Barbarrosa - Grupo que incluye a Nevada

2%31".4'-) Frecuencias relativas del ratio entre la duracion de la fase de elongacion del tallo y la fas de encafiado (SE/J) tomado en el ensayo de

invernadero realizados bajo distintas condiciones de vernalizacidn y fotoperiodo.
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Las correlaciones entre nimero de hojas y duracién de cada una de las fases resultaron
significativamente altas, tal y como observamos en la tabla 9, sobre todo en la fase hasta alcanzar hoja
bandera frente al nUmero de hojas totales y en la fase hasta encafiado frente al nUmero de hojas basales.
En el caso de la fase de elongacién del tallo estas correlaciones tuvieron coeficientes mas bajos,
especialmente en los ensayos sin tratamiento de vernalizacion, pero en todos ellos se ha encontrado una
correlacidn significativa, superior al 50%.

"#$%E&! &(1)*+,-#1)./,*0# | 1 2! 31 32! 4+5+/%6

0,982 0,9322 0,8889 0,9661 0,9664

7%8&+!18+8&8+!5%8&0+50%%!9%&)%!H
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,6636 0,5928 0,7255 0,7571 0,7681

7%&+18+1+6#5;%0*<5!8+6!)%6
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,9753 0,7337 0,8499 0,9331 0,9366

7%8&+19%8&)%!+&)%8#!8+19#$%!=9
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

>06=6%!Correlaciones entre el pardmetro nimero de hojas y duracién en tiempo térmico en las fases desde nascencia hasta encafiado de la
planta, fase de elongacién del tallo y la fase que va desde nascencia hasta alcanzar hoja bandera en cada uno de los ambientes estudiados. El
valor superior corresponde al coeficiente de correlacién mientras que el inferior corresponde a su grado de significacion.

Por tanto, existe una correlacién positiva entre nimero de hojas y duracién de cada una de las
fases independiente tanto de fotoperiodo como del tratamiento de vernalizacidn.

-.-) 1(++*",0(1*2)*1%+*);"2*2) 3* )2 #0="3(>*2#0="3(

Por el contrario, al observar la tabla 10, la cual muestra la correlacion entre las distintas fases:
hasta encafiado frente fase de elongacién del tallo principal y entre la duracién de las fases hasta estado
de hoja bandera y espigado, observamos que en el Ultimo caso la correlacidén positiva entre ambas fases
es muy clara bajo todos los ambientes estudiados, mientras que entre las fases de pre-espigado esta
correlacidon no es tan clara, de manera que se han obtenido resultados muy variables no sélo entre los
ambientes de estudio, sino también en funcidn de si hablamos del nimero de hojas de ambas fases o la
duracidn en tiempo térmico de estas, a pesar de que las correlaciones entre tiempo térmico/nimero de
hojas en cada fase de estas correlaciones fueran significativamente elevadas.
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Esta correlacidon no es tan elevada entre estas dos fases especialmente bajo los tratamientos de
fotoperiodo largo (L) y bajo fotoperiodo corto con tratamiento de vernalizacién (VS) para la duracién en
tiempo térmico de ambas fases. Dos ensayos totalmente opuestos en cuanto a los tratamientos
aplicados, pero que ademas si nos fijamos en estas correlaciones para niumero de hojas entre ambas
fases, estas fueron mucho mayores. Ademas, entre estas dos fases nos encontramos que tan sélo bajo dia
corto, sin vernalizacion (S) la correlacién entre ambas fases es negativa, mismo efecto encontrado en lo
gue respecta a la duracion del tiempo de elongacién del tallo y tiempo total hasta espigado en este
mismo ambiente. De tal manera que, bajo estas condiciones tan poco inductivas (ver tabla 8 donde se
muestra los elevados valores obtenidos en la fase hasta encafiado), el tiempo total de espigado no se vio
afectado finalmente por esta falta de induccién del espigado, sino que ésta afectd a la fase de elongacion
del tallo en detrimento de ésta.

@HI+6%0#5+&1+5)/+IA%&+ 1 2 31 32! 4+5+/%6
0,564 -0,2253 0,8772 0,9411 0,9448
"HSYHR:
B50%6-9684'& <0,001 0,0019 <0,001 <0,001 <0,001
B6#5,%0*£5 0,1828 -0,8413 0,5621 0,181 0,199
CDI%0*45
0,0123 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,9674 0,7421 0,8804 0,8579 0,8675
B50%:9%8#1'8.1+8-*: %81
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,3418 -0,3013 0,8334 0,6146 0,6162
B6#5;960*<5!8+6!)%666#!'&1+8-*:9
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,9891 0,9699 0,9716 0,9874 0,9886
4500 EYHSE+%!'&1+8-* Do8H
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
-0,9124 -0,5072 -0,5803 -0,6542 -0,6711
FO%)*2BAI+8&-*:%8H
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

>%=6!0( Correlaciones entre en las fases desde nascencia hasta encafiado de la planta y fase de elongacidn del tallo, tanto para nimero de hojas
como duracién en tiempo térmico de cada una de ellas y entre la fase que va desde nascencia hasta alcanzar hoja bandera y el tiempo térmico
total de espigado en cada uno de los ambientes estudiados, asi como la correlacién que existe con el tiempo de espigado con cada una de las
fases estudiadas. El valor superior corresponde al coeficiente de correlaciéon mientras que el inferior corresponde a su grado de significacién.

Por otro lado, si observamos las correlaciones existentes entre el tiempo total de espigado y el ratio
SE/J vemos que en todos los casos esta correlacién es negativa, a pesar que estas correlaciones son
positivas al analizar las distintas fases por separado. Por lo que un ajuste entre la duracién de las fases
elongacion del tallo y encafiado, en donde la duracién de la elongacion del tallo es superior, conlleva a
una mayor precocidad en tiempo de espigado bajo estas condiciones, a pesar de que al aumentar por
separado cada una de las fases supone un espigado mas tardio.

63



I"H$%& () %*+, +(

-.2)@ABC@)9)@DDEF)@1G'0202)3%)4"+0"1,0")9)2&2)01%*+",,0(1*2

En cuanto a los resultados obtenidos al realizar el analisis de varianza, cabe destacar que en todos
los casos el modelo explica mas del 80% de la varianza, destacando el caso del espigado donde R*alcanza
el 98,37% de la explicacidon del modelo, mientras que son los parametros relacionados con la elongacion
del tallo principal donde encontramos menores valores, teniendo el azar mayor peso en este analisis de
varianza (tabla 11).

\ 18A 122 K2! 7 I7L-f#=!  FMIN
>#)%46 2279 455335068 199796
K#8+6# 759 447917880 590142 113,37 0 98,37
A+5#)*-#8 189 58404057 309016 59,36 0 12,83
B&-*:%68H 0,=*+5)+& 3 334676477 111558826  1280,76 0 73,5
F+-+)*0*#5+& | 8 696826 87103 16,73 0 0,15
4PB 558 54837346 98275 18,88 0 12,04
B//#1! 1291 6720361 5206 1,48
>#)%46 2279 319105266 140020
K#8+6# 759 304736616 401498 43,49 0 95,5
A+5#)*-#8 189 50987332 269774 29,22 0 15,98
B?g’;fxg; 0,=*+5)+& 3 201547248 67182416 919,26 0 63,16
F+-+)*0*#5+& | 8 584667 73083 7,92 0 0,18
4PB 567 52202036 92067 9,97 0 16,36
B//#1! 1493 13783983 9232 4,32
>#)%46 2279 95500564 41905
K#8+6# 759 84896744 111853 14,68 0 88,9
A+5#)*-#8 189 11147779 58983 7,74 0 11,67
7%&+18+!
+6#5:90*<518+(  O,=*+5)+& 3 59512764 19837588 945,47 0 62,32
>Y666#1Q/50"-9 F+-+)*0*#5+& | 8 167854 20982 2,75 0,00509 0,18
4PB 564 14236201 25241 3,31 0 14,91
B//#1! 1370 10435965 7617 10,93
>#)%46 2279 449172989 197092
K#8+6# 759 441107630 581169 108,6 0 98,2
A+5#)*-#8 189 60224954 318651 59,55 0 13,41
B&)Eoﬁf:éi;;#y 0,=*+5)+& 3 321116397 107038799  1201,42 0 71,49
F+-+)*0*#53& 8 712750 89094 16,65 0 0,16
4PB 564 59766279 105969 19,8 0 13,31
B//#1! 1374 7352609 5351 1,64

>%=6%{IANOVA para cada uno de los caracteres estudiados donde se muestra tanto los efectos del modelo, como los efectos de las variables
genotipicas y ambientales por separado, como su interaccidn.
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18A 122 K2! 7 I7L-f#=!  FMIN
>#)%46 2279 11885 5,2
K#8+6# 759 11329 14,9 41,03 0 95,32
A+5#)*-#8 189 2810 14,9 40,86 0 23,64
R%&z;z:?;! 0,=*+5)+& 3 5303 1767,6 1232,5 0 44,62
F+-+)0*#5+& | 8 11 1,4 3,94 0,00013 0,09
4PB 567 3216 5,7 15,59 0 27,06
B//#1! 1496 544 0,4 4,58
>#)%46 2279 3941 1,73
K#8+6# 759 3273 4,31 9,67 0 83,05
A+5#)*-#8 189 833 4,41 9,89 0 21,14
Fg«ﬁggf:;ﬁ; 0,=*+5)+& 3 1350 450,13 795,47 0 34,26
F+-+)*0*#5+& | 8 5 0,57 1,27 0,25532 0,13
4PB 567 1089 1,92 4,31 0 27,63
B//#1! 1489 664 0,45 16,85
>#)%46 2279 21376 9,4 *
K#8+6# 759 20523 27 48,02 0 96,01
A+5#)*-#8 189 4603 24,4 43,25 0 21,53
"HE%&ISH)YEH  O,=*+5)+& 3 10823 3607,7 2987,46 0 50,63
F+-+)*0*#5+& | 8 10 1,2 2,14 0,02914 0,05
4PB 567 5097 9 15,97 0 23,84
B//#1! 1497 843 0,6 3,94
>#)%46 2279 714713 314
K#8+6# 759 604604 797 10,46 0 84,59
A+5#)*-#8 189 104272 552 7,24 0 14,59
T+6HOH5H 0,=*+5)+& 3 351234 117078 168,72 0 49,14
F+-+)*0*#5+& | 8 5551 694 9,11 0 0,78
4PB 564 149099 264 3,47 0 20,86
B//#1! 1373 104557 76 14,63
>#)%46 2279 1439,5 0,63
K#8+6# 759 1225,5 1,61 10,45 0 85,13
A+5#)*-#8 189 307,4 1,63 10,52 0 21,35
F%)*2BAH O=*+5)+& 3 678,1 226,03 809,36 0 47,11
F+-+)*0*#5+& | 8 2,2 0,28 1,81 0,07168 0,18
4PB 564 240 0,43 2,75 0 16,67
B//#1! 1370 211,8 0,15 14,71

>%=6%!1(@#5)*5D%®NBVA para cada uno de los caracteres estudiados donde se muestra tanto los efectos del modelo, como los efectos de
las variables genotipicas y ambientales por separado, como su interaccion

Por otro lado, si observamos la diseccion de los distintos componentes de la varianza, podemos
ver como en todos los casos el factor ambiental tiene mas peso que el genotipico, ya que los distintos
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ambientes de este estudio fueron consistieron en una serie de ambientes extremos, lo cual queda
reflejado con estos resultados. Unicamente para el ratio SE/J el porcentaje de explicacién de la varianza
por parte de los genotipos fue superior a la interaccion de estos por el ambiente, mientras que en el otro
sentido, para los parametros relacionados con el nimero de hojas estas interacciones fueron mas
elevadas.

En este mismo sentido observamos que, incluso la interaccién de los genotipos por la variable
ambiental, tiene mayor peso que los propios genotipos por separado, y, asi mismo, vemos reflejado este
mismo efecto al observar los graficos AMMI de cada uno de los caracteres. En este sentido observamos
gue tanto para la representacion de los ejes IPCA1 como IPCA2 frente a las medias (IPCAQ), nos
encontramos con ambientes claramente diferentes, muy distantes en dichas representaciones (graficos 8
a 13), pudiendo claramente definir las covariables ambientales: fotoperiodo y vernalizacién para cada
caracter. Pero también encontramos una clara separacién entre las lineas con necesidad a de vernalizar
para espigar/encafiar. Por este motivo en los graficos de los distintos modelos AMMI se han afiadido las
covariables genéticas para cada linea en funcién de su necesidad de vernalizacion: lineas primaverales y
lineas invernales. Ademas, dentro de cada uno de estos grupos se ha querido reflejar el alelo de !!" #%&
gue porta cada una de ellas.

Debido a la alta correlacion existente en las distintas fases entre nimero de hojas y duracion de
las mismas en tiempo térmico, se ha optado por realizar la interpretacion de los modelos AMMI
solamente para la duracidon en tiempo térmico de distintas fases estudiadas, para una mas facil
interpretacion de los resultados en la comparativa con el tiempo térmico de la fase de tiempo total de
espigado. Ademas, en cuanto a los graficos, debido a la alta explicacion de la interaccién GxE del eje
IPCA1 en todos los casos, estos se han realizado utilizando IPCA1 e IPCA2 frente a las medias
poblacionales en el modelo IPCAO, cortando los primeros ejes en la media global de dichas medias
poblacionales. Si observamos las medias poblacionales en la mayoria de los casos distinguimos una
tendencia a la separacion entre las lineas con genotipo primaveral frente a las que poseen genotipo
invernal, de manera que, si observamos estas medias frente al IPCA1 especialmente de los caracteres de
encafiado, estado de hoja bandera y espigado percibimos una clara separacion de los genotipos en dos
grupos.

En estas graficas, en general, podemos ver claramente que las medias ambientales quedan
separadas en dos en funcién de la media poblacional. Los ambientes en los que se aplicé un tratamiento
de fotoperiodo largo quedan al lado derecho de la media poblacional, mientras que las medias
ambientales al aplicar fotoperiodo corto fueron muchos mayores, quedando al lado izquierdo a excepcion
de los caracteres de encafiado y ratio entre elongacion del tallo principal y encafiado (SE/J), donde esta
separacion se produjo en funcion del tratamiento de vernalizacidn como se descrine mas adelante.

Sin embargo, si nos fijamos en el filocrono estas graficas tan solo nos sirven para ver lo distantes
gue son unos ambientes de otros, sin llegar a ningun tipo de conclusién en cuanto a los genotipos
(graficos 8). Aunque si observamos que bajo condiciones de fotoperiodo largo hay una tendencia a
desarrollar una hoja en menor tiempo que bajo condiciones de fotoperiodo corto, a pesar de que el
porcentaje de explicacién tanto de IPCA1 e IPCA2 son relativamente elevados (48,7 y 30,42%
respectivamente), algo similar a lo que ocurre con la elongacién del tallo principal, como veremos mas
adelante. Ademas, estos dos parametros coinciden con los que poseen menor explicacién de la
interaccion GxE por parte de IPCA1.
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4/TA*0#&!G¢aficas AMMI para filocrono, donde quedan representados tanto los distintos ambientes del estudio, como los parentales Nevada y
Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las lineas procedentes de la poblacién diferenciando las lineas en cuatro grupos: con
genotipo invernal y ambos alelos de !!I"  #%y genotipo primaveral haciendo esta misma distincion.

A diferencia de estos caracteres, si existié una explicacion para el resto como se describe a
continuacién.
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En el caso de encafiado observamos una clara separacion de las medias poblacionales del modelo
separando las lineas con genotipo primaveral de las que poseen genotipo invernal (graficos 9). Las lineas
con genotipo tipicamente primaveral tiene una tendencia mas proxima a la media de los ambientes con
tratamiento de vernalizacidn, interaccionando con ambos ambientes independientemente del
fotoperiodo, ya que practicamente todas las lineas de este grupo se encuentran en el mismo cuadrante
de la gréfica frente al IPCA1L, el cual explica la mayoria de la interaccidn genotipo por ambiente, el 78,1%,
frente al 12,08% de IPCA2. Ademads encontramos grandes diferencias entre los ambientes. Los ambientes
con tratamiento de vernalizacion se encuentran mas proximos entre si, (mismo cuadrante, por debajo de
la media poblacional). Mientras que en el caso de los ambientes sin vernalizar, las plantas alargaron el
ciclo encontrandonos que las medias residuales ambientales se situaron por encima de la media. El
ambiente sin vernalizar fotoperiodo largo (L) se situa en la parte mas negativa de IPCAlseparando las
variedades en dos grandes grupos las que precisan vernalizar en el segundo cuadrante y las que no en el
cuarto..
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4/TA*O#&! Hraficas AMMI para la fase de tiempo térmico desde nascencia hasta encafiado de las distintas, donde quedan representados tanto
los distintos ambientes del estudio, como los parentales Nevada y Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las lineas procedentes de
la poblacion diferenciando las lineas en cuatro grupos: con genotipo invernal y ambos alelos de !!" #5%y genotipo primaveral haciendo esta
misma distincion.

Por su parte, para la fase de elongacién del tallo principal (Graficos 10) no se encontré diferencia
en cuanto a las medias residuales de la poblacion frente IPCA1, el cual explica un 60,32% de la varianza, ni
frente IPCA2, con 30,01%. Aunque si podemos observar que frente a ambos los ambientes con
fotoperiodo largo se encuentran por debajo de la media residual poblacional y ademas mas préximos
entre si, que si los comparamos con los ambientes donde se aplicé fotoperiodo corto, ya que estos aparte
de encontrarse mas distantes actuan de distinta manera al compararlos con IPCA1 o IPCA2. Encontramos
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también que en esta fase los ambientes con fotoperiodo corto, se encuentran claramente separados,
especialmente con tratamiento de vernalizacion frente a IPCA1.
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4/TA*O#&!1IGraficas AMMI para la duracién en tiempo térmico de la fase de elongacion del tallo principal, donde quedan representados tanto
los distintos ambientes del estudio, como los parentales Nevada y Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las lineas procedentes de
la poblacion diferenciando las lineas en cuatro grupos: con genotipo invernal y ambos alelos de !!" #5%y genotipo primaveral haciendo esta
misma distincion.

Finalmente, si observamos las graficas AMMI para el ratio entre ambos caracteres (graficos 11)
vemos que, en funcion de la media poblacional, los ambientes se dividen segun se aplica o no tratamiento
de vernalizacién. Este mismo efecto ocurre también en lo que respecta a la fase de encainado, de manera
gue bajo condiciones de vernalizacidon este ratio es superior, encontrandose mas préoximas a estos
ambientes las lineas primaverales, tal como ocurria en la fase de encafiado. En esta ocasidon esta
caracteristica podria ir a favor de obtener mayores rendimientos, segun hipétesis de Slafer et al, 2005, ya
gue, aunque no se han encontrado diferencias entre los genotipos para la elongacion del tallo principal,
este cociente podria darnos idea de la eficiencia de la planta a la hora obtener mayores rendimientos
minimizando al maximo el tiempo de encafiado sin modificar el tiempo de espigado, resultando
favorables las mayores tasas entre elongacién del tallo y encanado.
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4/TA*O#&! |I(Graficas AMMI para los caracteres de encafiado, elongacion del tallo y ratio elongaciéon del tallo/encafiado, donde quedan
representados tanto los distintos ambientes del estudio, como los parentales Nevada y Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las
lineas procedentes de la poblaciéon diferenciando las lineas en cuatro grupos: con genotipo invernal y ambos alelos de !I" #%y genotipo
primaveral haciendo esta misma distincién.

Por otro lado en cuanto a las dimensiones AMMI, nos encontramos con una explicacion de
45,25% de la varianza para IPCA1, Unico caso junto al filocrono donde este eje adquirié valores inferiores
al 60%. Este eje nos esta dividiendo los ambientes segun el signo: valores positivos para los ambientes
con fotoperiodo corto y valores negativos para los ambientes donde se aplicé fotoperiodo largo. Esto no
ocurre con IPCA2 (35,83% de explicacién de la varianza para la interaccién GxE), ya que, en este caso tan
solo el ambiente sin vernalizacién y fotoperiodo corto adquiere valores positivos, mientras que ambos
ensayos con tratamiento de vernalizacién se encuentran mas proximos entre si, y también mas proximos
a las medias residuales de las lineas primaverales de la poblacién. En este caso encontramos una
tendencia lineal en diagonal de todas las lineas, partiendo en la parte superior de las lineas invernales,
principalmente con !I" #%activo y por tanto sensibles a fotoperiodo corto, hasta la parte inferior de la
grafica donde se encuentran las lineas primaverales principalmente insensibles a fotoperiodo corto.

-.2.0) E1%*+#+*%" 011) @ BBE)")3&+",011)3%)'"2):"2+2)3*23*)1"2,*1,0")7"2%")
*2#0="3()9)*2%"3()3*)7(8")K"13}+"

En este caso ambos caracteres tuvieron un similar comportamiento en las graficas AMMI, tanto
las lineas de la poblacién como los ambientes teniendo IPCA1 la mayor parte de la explicacién de la
varianza para ambos caracteres, aunque IPCA2 frente a la media poblacional separa a cada uno de los
ambientes en un cuadrante distinto (graficos 12). Y, lo que es mas, vemos una clara similitud, tanto en la
disposicion de las lineas, como la de los ambientes con la grafica AMMI del tiempo térmico de encafiado
donde se representa IPCA1 fernte a la media de este caracter (grafico 9 izquierdo), similitud no
encontrada en lo que respecta al tiempo térmico de elongacién del tallo principal.

Para ambos las medias poblacionales fueron superiores a la media para las variedades invernales,
y las medias de los ambientes con tratamiento de vernalizacién, encontrandonos a todos ellos a la
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derecha de las graficas, separando claramente IPCA1 lineas primaverales, con valores positivos, de las
lineas invernales, con valores negativos, siendo Unicamente el ensayo con fotoperiodo largo sin vernalizar
el que posee valores negativos. Ademds, encontramos una clara separacion de los ambientes: L frente
IPCA1 y VL frente IPCA2. Lo cual es légico, ya que el primero se trata del ambiente donde mayores
diferencias se dieron, debido a la falta de vernalizacién y un fotoperiodo largo durante todo el ciclo,
acelerandose en espigado las lineas primaverales y retrasandose las ambientales. Mientras que el
segundo corresponde al que menores diferencias entre lineas se observaron, debido a ser el ambiente
mas inductivo para ambos tipos, invernales y primaverales.
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4/TA*O#&! IMgraficas AMMI para el tiempo térmico hasta alcanzar el estado de hoja bandera del tallo principal, donde quedan representados
tanto los distintos ambientes del estudio, como los parentales Nevada y Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las lineas

procedentes de la poblacién diferenciando las lineas en cuatro grupos: con genotipo invernal y ambos alelos de " #%y genotipo primaveral
haciendo esta misma distincion.
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4/TA*OH\( Graficas AMMI para el tiempo térmico total hasta espigado el tallo principal, donde quedan representados tanto los distintos
ambientes del estudio, como los parentales Nevada y Barbarrosa, los testigos Cierzo, Graphic e Hispanic y las lineas procedentes de la poblacién
diferenciando las lineas en cuatro grupos: con genotipo invernal y ambos alelos de " #%y genotipo primaveral haciendo esta misma distincion.
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En este apartado, se ha tratado de buscar las lineas que, sin modificar el tiempo total de espigado
posean un tiempo minimizado de encafado, frente a un mayor tiempo de elongacion del tallo siguiendo
la hipdtesis de Slafer et al (2005). Segun esta hipdtesis estas lineas deberian poseer un mayor potencial
de rendimiento. Para ello, a partir de los datos obtenidos en los ambientes VS y VL se ha construido un
modelo hipotético como se explica en el apartado 2.3.3 de busqueda de genotipos mas adaptados a
condiciones mediterraneas para un hipotético ajuste de las fases para optimizar el potencial de
rendimiento de materiales y métodos de este mismo capitulo. &

En primer lugar, se ha recalculado el ratio SE/J como se indica en el apartado de materiales y
métodos de este capitulo. Para ello se han utilizado los BLUPs procedentes de los datos en el ensayo VS
para el tiempo hasta encafiado y los procedentes del ensayo VL para tiempo de elongacién del tallo,
obteniendo los valores resumidos en la tabla 12.

Para validar el nuevo ratio, en primer se han calculado las correlaciones entre el ratio ajustado
para el modelo que se esta tratando, SEy /Enys, frente a las fases utilizadas para el modelo, resultando
todas significativas (tabla 14): tiempo térmico total de espigado bajo condiciones de vernalizacion y
fotoperiodo largo (VL), fase de elongacién del tallo para el mismo ensayo y fase de encafiado para el
ensayo que simula el comienzo del ciclo bajo latitudes mediterraneas, vernalizado con fotoperiodo corto.
Asi como las correlaciones entre este ratio SEy/Jys y los ratios SE/J en los ensayos VS y VL y las fases de
encafiado VS, elongacién del tallo en VL y espigado, tanto de la modelizacién como en el ensayo VL tabla
13.

8+&*060*<5! aJ
QUOIT +)/#&I8+61 #8+67 a5*# | +8*%  TP*# |  &)%58%/8I8+6 R+%8% E%/=9%//4#
+8%04]

B50%:%8¥S®Z 335,9 539,3 1047 133,8 352,42 789,99
B6#5;%0*<518+6!)%66/ 322,6 445,1 846,1 74,02 706,001 376,96
"#$%!=0658+/%!YSE@ 724,18 984,5 1623,72 168,5 1058,42 1166,95
B&-*:%8#YS@Z | 786,28  1050,78  1703,47 170,99 1103,36 1244,53
F%)*2BGH 0,444 0,864 1,424 0,203 2,003 0,477

>0%=6%"IResumen de los pardmetros dentro del modelo hipotético, para los parametros recalculados dentro de este, mostrandose tanto la
media poblacional como el maximo y minimo de estos caracteres, asi como los valores para los dos parentales, Nevada y Barbarrosa dentro del
modelo propuesto.

Por tanto, si observamos estas correlaciones obtenidas entre el ratio SEy,/Jys y las distintas fases
del modelo simulado, observamos que en todos los casos estas son significativas, aunque la correlacion
existente entre este ratio ajustado y el espigado en el ensayo VL (0,1977) es menor que la calculada entre
el ratio en VL con el tiempo térmico de espigado en este mismo ensayo y en sentido contrario, -0,5803
(ver tabla 14), siendo en el primer caso una correlacion menor y con un grado se significacion menor. Asi
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mismo se calculd la correlacidén entre el nuevo ratio y los ratios de los ambientes VS y VL, encontrando
correlaciones positivas y elevadas, principalmente con el ratio SE/J del ensayo bajo fotoperiodo corto.

@#//+6%0%<5
-0,3918
F%)*2B,:GH &(1+&-*; %84 , 2!
<0,001
0,4654
F%)*2B,GHI'&(H+6#5;%0%45+6!)%66# 1!
<0,001
-0,7423
F%)*2B,GH"&(1+50%:%8¥ 327
<0,001
-0,3836
F%)*2B,,Gk/ &(19%#$%!=%58+/%!Y,Z
<0,001
0,7157
F%)*2BGHZ!'&(!/%)*2BG¥82Z
<0,001
0,3513
F%)*28,GH'&(/%)*#2BGF81Z
<0,001

>%=6%!Iqorrelaciones de Pearson entre el ratio recalculado SE/J en el modelo propuesto (SEy/JVS) frente a la duracién en tiempo térmico para
la duracion de las fases en dicho modelo, asi como la correlacion de este ratio frente al ratio SE/J de los ensayos utilizados para la modelizacién.
Entre paréntesis se muestra si se refiere al modelo propuesto (m) o a los ambientes VS o VL. En valor superior nos muestra el coeficiente de
correlacién, mientras que el inferior indica su grado de significacién.

En todo caso, observamos una correlacidn positiva tanto para el tiempo de espigado como para el
tiempo térmico de la fase de elongacion del tallo, mientras que la correlaciéon de este ratio ajustado es
negativa respecto al tiempo para encafiado en VS. Por su parte, comparandolo con las correlaciones del
ensayo VL, que cubre las premisas de siembra primaveral bajo las condiciones mediterraneas en la
meseta castellano leonesa, el ratio SE/J guarda una correlacién negativa frente al espigado mientras que,
entre la fase de espigado y las fases hasta encafado y elongacién del tallo bajo estas condiciones las
correlaciones son positivas.

@#1/+6%0*<5!+5)/+!|A%& +& ! 8HEE, #8

0,1869

B6#5;%0*<5!8+6!)%66#!'&(!B50%:%8
0,0098
0,8764

B&-*;%8#!1'&(1+50%:%88#!

<0,001
0,5865

B&-*;%8#!1'&(1+6#5;%0*<5!8+6!) %664
<0,001
0,9762

B&-*;%8#!1'&(1+8&)%8#!8+!9#$%! =% 58+
<0,001

>%=6%! |'Bfrrelaciones de Pearson entre la duraciéon en tiempo térmico de las distintas fases del modelo propuesto. En valor superior nos
muestra el coeficiente de correlacién, mientras que el inferior indica su grado de significacion.
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S LHP**, 011)3%)'$1*"2)K"8()*')6(3* ()#+(#&*2% () #"+")&1) 1#%06 ()9882 " 2)
/(130,0(1%2)6*30%*++G1*"2)K"8()20*6K+")(%6(I™)

Finalmente, viendo la relacidon que guarda este parametro SEy,/Jys, principalmente con los ratios
SE/J en los ensayos tanto VL como VS, se ha utilizado como criterio para la seleccidn las lineas que
potencialmente, bajo estas condiciones modelizadas, tienen un menor tiempo de encafiado y mayor
tiempo de elongacién buscando las lineas que bajo esta premisa tienen tiempos de espigado inferiores a
la media poblacional en el ensayo VL para hacer una division entre lineas precoces y mas tardias dentro
de las seleccionadas, viendo asi como se comportarian las mismas bajo una siembra primaveral en
condiciones de la meseta castellana.

1*5+%&!&+6+00*#5%8%&!+5!+6! #8+6#!-/#-D+&)#

2,5 9

2 1A Nevada
@ Lineas

+ Selecionadas precoces

1,5 4 Selecionadas tardias

W Barbarrosa

[
*

A Nevada

F%)*#12BGH! #8+6*h%8#

o

2000
Cierzo

‘ . X Graphic
*

g.s ¢ ® Hispanic
Blrbargosa

0
)*+,-#1)./ *0#18+1+&-*,%8#! +5!+6! #8+6#! YS@Z

4/TA*O#W/(Grafica que muestra el tiempo de espigado propuesto en el modelo frente al ratio SE/J del mismo modelo (SEyi/Jvc), en donde el eje
de ordenadas corta en el valor de la media poblacional del tiempo térmico de espigado del modelo y el eje de abscisas en el valor 1,1 del ratio,
utilizado como criterio de seleccidn de las lineas.

La tabla 15 nos muestra las lineas de la poblacion NxBxB que tuvieron valores iguales o superiores
a 1,1 asi como su genotipo tanto por su necesidad o no de vernalizar, como su genotipo respecto a los
genes de fotoperiodo y gen de precocidad intrinseca '()* . Eligiéndose por tanto aquellas lineas cuya
fase de encafiado tiene una duracién una décima parte inferior a la fase de elongacién del tallo y son mas
precoces para el espigado bajo este modelo (lineas seleccionadas precoces). También se ha comprobado
el comportamiento de las mas tardias, por encima de la media poblacional en VL, ya que bajo este
modelo las lineas mas precoces fueron todas con habitos primaverales en lo que respecta a la necesidad
o0 no a vernalizar y sensibles a fotoperiodo largo y todas ellas mayoritariamente sensibles también a
fotoperiodo corto, con el alelo de !I" #%procedente de Nevada.
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Por tanto, en el grafico 14 observamos a la izquierda las lineas seleccionadas, todas ellas con
valores superiores a 1,1 para el ratio SE/J frente al tiempo de espigado en el modelo, mientras que en el
grafico 15 observamos el comportamiento de estas lineas en el ensayo VL (modelizando el
comportamiento de las mismas bajo siembra primaveral en Castilla y Ledn), donde todas las lineas
seleccionadas mas precoces obtuvieron ratios bajo estas mismas condiciones superiores a la media
poblacional (1,88) de este mismo parametro, que fue muy superior a la media del ratio ajustado cuyo
valor mas alto fue de 1,42, e incluso varias lineas tardias tuvieron valores superiores a 1,88 (lineas 41y
160), ya que el resto de lineas seleccionadas como tardias, tienen valores de este ratio SE/J en VL

inferiores a la media poblacional como vemos en la tabla 15.

1a5+%& R:?;;?Z"QZ!/SJ' HS O &&(* % && (+% /%)8R.Gdd /%tfﬂgGH
RO61 NO N B N 1,32 2,76
RO34 NO N B B 1,31 2,51
R149 NO B B N 1,23 2,07
RO15 NO B B N 1,21 2,34
R146 NO B B N 1,18 1,9
RO86 NO B B B 1,17 2,51
1254981 T RO53 NO B B N 1,17 2,6
-+0#0+& R194 NO B B N 1,16 2,96
RO01 NO B B B 1,13 2,12
R107 NO N B N 1,12 2,49
R147 NO B B N 1,12 2,07
RO14 NO B B B 1,11 2,13
R263 NO N B N 1,11 2,24
R138 NO B B N 1,1 2,44
R227 si B N N 1,42 1,53
R245 NO B N B 1,33 1,74
RO41 si B B N 1,3 2,01
RO46 NO B B B 1,28 1,38
125+ %8 R267 si N B N 1,27 1,76
)%/8a%& R103 NO N B N 1,25 1,79
R121 si B B N 1,19 1,5
RO10 NO N N N 1,15 1,45
R160 NO B B B 1,15 1,88
RO50 NO N N B 1,14 1,9

>%=6%!IL(neas seleccionadas precoces y lineas seleccionadas mas tardias respecto al modelo propuesto, ratio SE/J del modelo superior a 1,1. Se
muestra también el alelo que portan cada una de ellas respecto a los principales genes de fotoperiodo y precocidad intrinseca +() 6 (B alelo de
Barbarrosa, N alelo de nevada), asi como su necesidad de vernalizar o no segun los alelos que portan de los genes de vernalizacion,-. #/ y,-. #

$%
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Cabe destacar que tan solo cuatro de ellas poseen la necesidad de vernalizar, teniendo todas el
alelo de !I" #%procedente de Nevada y el alelo de Barbarrosa para " #b/, a excepcién de la linea 227
gue porta el alelo de Nevada en este ultimo caso. Ademas, de todas las lineas seleccionadas, tan solo 6 de
las lineas (1, 14, 15, 194 y 263) son portadoras del alelo 0'123, perteneciendo todas ellas al grupo de las
seleccionadas como precoces.

O$D&)+!8+6!/%)*#!12BGH!A/+5)+!%!+8&-*;%8#!-%/%!0#58*0*#5+&!8+!&
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¥
) %
go 500 % 1500 2000 A Nevada
e o
3 > <><> Cierzo
R
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Vr+#1).L OB+ +&-*;%8#! =%$#!) /%) %, *+5)#131lYS@Z

4/TA*O#!1"(Grafico del tiempo térmico de espigado en el ensayo VL frente al ratio SE/J en este mismo ensayo, mostrandose el comportamiento
de las lineas seleccionadas bajo estas condiciones. El eje de ordenadas corta en el valor de la media poblacional del tiempo térmico de espigado
en este ambiente y el eje de abscisas en el valor 1,88, media poblacional del ratio SE/J bajo estas condiciones,

Por su parte, si observamos el comportamiento de estas lineas seleccionadas bajo los modelos AMMI
respecto a las fases de tiempo de espigado, fase hasta encafiado y fase de elongacién del tallo nos
encontramos en primer lugar que estas lineas seleccionadas mas precoces tienen todas valores positivos
frente al eje IPCA1, que recordemos posee un 80,04% de explicacion de la interaccion GxE, al igual que la
mayoria de las lineas primaverales y los ensayos bajo condiciones de fotoperiodo corto, aunque estos se
encontraban con valores medios muy por encima de la media poblacional del modelo AMMI para tiempo
de espigado (grafico 16). Tan solo las lineas 1 y 34 del grupo de lineas seleccionadas precoces poseen
valores de tiempo térmico de espigado ligeramente superiores a la media del modelo AMMI,
coincidiendo estas mismas lineas con valores positivos respecto a IPCA2, el cual sostiene el 14,47% de la
explicacion de la interaccidon genotipo por ambiente.
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4/TA*O#! I"(Modelo AMMI para tiempo térmico total de espigado, mostrandose el comportamiento de las lineas seleccionadas en el modelo
propuesto.

Respecto al comportamiento de estas lineas seleccionadas frente al tiempo de encanado (ver
grafico 17), nos encontramos que las seleccionadas mas precoces poseen las medias mas bajas respecto a
las medias de tiempo de encafiado de este modelo, poseyendo todas ellas valores de IPCA1 positivos para
este caracter, al igual que los ambientes con tratamiento de vernalizacion (también S, pero este con
valores medios muy superiores a la media poblacional del modelo).
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4/TA*O#X(Comportamiento de las lineas seleccionadas en el modelo propuesto bajo el modelo AMMI para el tiempo térmico de la fase de
encafiado.

Con valores positivos para IPCA1 nos encontramos también las lineas con habitos primaverales
como vemos en la grafico 9 (AMMI encafado), mientras que con valores negativos para este mismo eje
nos encontramos las lineas seleccionadas como mas tardias, y por encima de la media poblacional de este
modelo AMMI, encontrandonos cuatro de estas lineas (41, 245, 46 y 267) con un tiempo térmico hasta
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encafiado ligeramente inferior a la media del modelo AMMI, situando a tres de las mismas mas préximas
al grupo donde se incluyen las lineas primaverales, a pesar de que tanto la linea 41 como la 267 son lineas
con genotipo invernal. Aunque como observamos en el grafico 9 (AMMI para tiempo térmico de
encafiado) izquierda, existe un pequefio grupo de lineas primaverales con valores IPCA1 negativos.
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4/TA*O#U. Modelo AMMI para tiempo térmico de la fase de elongacion del tallo mostrandose el comportamiento de las lineas seleccionadas.

Finalmente, destacar que frente al modelo AMMI para el tiempo térmico de la fase de elongacion
del tallo (grafico 18) todas las lineas seleccionadas mas precoces tuvieron valores negativos frente al eje
IPCA2 de este modelo, el cual en este caso posee una mayor explicacion de la interaccidon genotipo por
ambiente que en los casos anteriores (30,01%), interaccionando estas lineas positivamente respecto a
este eje con los ambientes bajo condiciones de fotoperiodo corto.

En el siguiente capitulo de esta tesis, se tratara sobre el comportamiento de estas lineas
seleccionadas bajo distintas condiciones en varios ensayos de campo frente al rendimiento y distintos

parametros del mismo.

78



I"H$%& () %*+, +(

-.QR+01,0#"+2)STU)3*%*,%"3(2)9)2&2)01%}+",,0(1*2

Los QTL detectados en este estudio para cada uno de los caracteres estudiados se recogen en la
tabla 16, asi como su heredabilidad, la cual fue notablemente alta para todos los caracteres, posicion de
dichos QTL, LOD maximo y los efectos aditivos de estos, asi como si fue significativa o no su interaccion
con el factor ambiental. La distribucion de QTL detectados, sus posiciones en el mapa genético de la
poblacién y sus intervalos de confianza, se representan en la figura 11.

Debemos sefialar que los principales marcadores intragénicos de los genes de vernalizacion ,-. #
$/ y,-. #%y también los genes de fotoperiodo, !!" #/ y !I" #% fueron detectados en los ambientes
gue permitian su expresion diferencial de acuerdo a los modelos de regulacién actualmente en vigor.
Destaca también que todos los QTL detectados en la regidn de ,-. #%fueron detectados sélo en los
ensayos realizados bajo condiciones de fotoperiodo largo (L y VL), pero en ningin caso bajo condiciones
de dia corto, siendo los alelos de Barbarrosa los responsables de incrementar todos los parametros (a
excepcion del ratio SE/J, donde fueron los de Nevada) y ademas sus efectos fueron significativos para
todos los caracteres, menos para el filocrono.

También se detectd otro QTL en la region donde se encuentra el gen de precocidad intrinseca
+)* en todas las fases, a excepcion de la fase de encafiado donde éste no fue detectado, ni para
numero de hojas ni para tiempo térmico.

Ademas, se encontrd otro QTL en 1H para nimero de hojas del tallo principal (SEL_1), el cual no
coincide con " #9% ya que el LOD maximo se encuentra desplazado 21,6 cM y su intervalo de confianza
no alcanza la posicién del marcador intragénico $4567 gen candidato para !I" #9% al igual que ocurre
con el QTL detectado en 1H para tiempo térmico de este mismo caracter (SE_1), aunque en esta ocasion
1" #%si se encuentra en el intervalo de confianza de este QTL.

De esta misma manera, se encontré otro QTL que no coincide con ninguno de los nombrados
anteriores en el grupo 2H1 para numero de hojas desarrolladas en el momento de encafiado (TL_2), el
cual sélo fue significativo en el ensayo bajo condiciones de fotoperiodo corto, aumentando los alelos de
Nevada este cardcter, no coincidiendo su estrecho intervalo de confianza con la posicion ni de !I" #/ ni
de +)* .

A mayores se detectd otro QTL en el cromosoma 3H que no coincide con el gen de semienanismo
0'123 el cual no fue significativo para ninguna de las fases bajo con condiciones controladas.
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R#,=+ 1 | R#=/+ ! 1dl#13YQE V5)+/'%66#18+! 1 2 31 32! e>1PB
@%ITOW+ @I, #8H#,%!  QHE*0*K
8+6! Qi%6#/!
e>1! K9%/0%8#/ %P( @#5A*%5b% | BA+0(108' BA+0(108'  BA+0(108*( BA+0(108%(  7!-/!
B&-*,%8k 7L "7\ | 1H 121,6 15,34 119,16 - 130,79 - -38,52 - -1,284 <0,001
Ys@z 7LM 2RQMM 2H1 21,9 21,64 21,42 - 22,50 112,2 23,16 149,79 - <0,001
7L\ =Q=L\"XX 2H1 63,9 6,93 59,75 - 66,56 - 21,42 41,24 1,3612 <0,001
h’=0,5472 LW | E%:;3330! 3H 71,3 5,13 66,37 - 80,83 62,9 23,45 -18,76 - <0,001
7L f@@>"% 4H 98,3 16,12 9562 - 100,07 | -200,8 - 59,73 - <0,001
7L 3FRL"I ! 5H 210 19 207,33 - 213,52 213 - 68,11 -0,7773 <0,001
B50%:%8# HLI "7\ | 1H 121,6 13,82 118,45 - 124,48 - 60,15 3,95 29,07 <0,001
Ys@z HLM 2RQMM 2H1 21,9 5,24 1971 - 25,06 - - 46,57 - <0,001
HLY f@@>"% 4H 98,3 13,62 9531 - 100,53 | -175,8 - 29,26 - <0,001
h’=0,6319 HLW 3FRL"l ! 5H 210 30,18 20831 - 212,21 | -2152 -31,07 -48,03 77,9 <0,001
Elongacién del 2BLI! =Q=LWUW 1H 125,3 6,85 116,96 - 129,26 - 25,43 - -14,12 <0,001
Tallo Principal 2BLM 2RQMM 2H1 21,9 20,62 21,36 - 22,48 23,07 20,2 88,47 - <0,001
(20) 2BL\ =Q=L'WW37  2H1 62 14,91 60,95 - 64,41 19,91 28,39 28 50,64 <0,001
2BLW f@@>"% 4H 98,3 6,25 90,99 - 102,99 | -13,94 - 22,57 - <0,001
h’=0,4387 2BL 3FRL"l ! 5H 210 6,18 202,74 - 221,10 - 17,82 -14,17 22,47 <0,001
B&)%8#18+"#5% 71L0 "7\l 1H 121,6 13,16 118,56 - 132,47 - 34,11 - 23,93 <0,001
E%58+/% 71LM 2RQMM 2H1 21,9 18,15 21,25 - 22,65 | 127,57 24,69 143,59 - <0,001
(20) 710V =Q=L'WW37  2H1 62 9,33 58,44 - 64,57 - 31,55 31,55 31,55 n.s.
7ILW | E%;dd3n! 3H 71,3 4,69 66,34 - 73,93 | -14,63 -14,63 -14,63 - n.s.
h’=0,5947 7101 f@@>"% 4H 98,3 13,71 9528 - 100,57 | -199,75 - 54,31 - <0,001
7111 3FRL"l ! 5H 210 17,93 207,65 - 213,74 | -214,05 9,5 62,91 -18,91 <0,001
RSI"#$%&IE%&%6{  >1LI! "7\ 1 1H 121,6 17,4 119,34 - 124,76 - -0,5011 - -0,1454 <0,001
>1LM | =Q=LMM\J 2H1 33,9 3,51 33,58 - 3537 - 0,243 0,05744 - <0,001
>1L\N f@@>"% 4H 98,3 11,73 94,90 - 100,59 | -1,3028 - -0,08402 - <0,001
h’=0,4999 >1LW | 3FRL"I'! 5H 210 33,12 20843 - 212,02 | -1,7215  -0,1969 -0,17657 -0,3998 <0,001
RSI"#$%®&#6!1>%66# 2B1LI | =Q=L?"\A 1H 100 4,51 91,48 - 103,42 - -0,0963 - -0,2188 <0,001
-1*50%-%6 2B1LM 2RQMM 2H1 21,9 5,48 1962 - 2532 - - 0,12793 - n.s.
2BILY | =Q=L'WW7  2H1 62 10,6 59,75 - 63,50 | 0,2096 0,1483 0,06405 0,5316 <0,001
h’=0,4184 2BILW | f@@>"% 4H 98,3 13,82 9552 - 100,18 | -0,2942 - -0,0784 - <0,001
2B1L 3FRL"l ! 5H 210 11,01 206,552 - 216,25 | -0,1643 0,1094 -0,03498 - <0,001

>%=6%! |"Resultados QTL ensayos invernadero. Ensayos: L fotoperiodo largo, S corto, V tratamiento de vernalizacion. Efectos aditivos: signo
negativo efectos asociados al alelo de Barbarrosa, positivo los de Nevada.
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— R#,=+ 1 | R#=/+ ! FVP— IdL#;1JYQE V5)+/'%6#18+! 1 2 31 32! e>1PB
8+6! Qi%6#/!

e>1! K%/0%84#/ %P( @#5A*%5b% | BA+0(108' BA+0(108°  BA+GDSH{ BA+0(108%(  7!-/!

RSI"#$%&I>#)%6+]  >1LI! "7\ 1 1H 121,6 16,02 119,14 - 125091 - -0,5433 - -0,4428 <0,001
>1LM 2RQMM 2H1 21,9 6,74 19,95 - 24,65 - -0,0459 0,3887 - <0,001

>1L\ =Q=L'WW?  2H1 62 4,64 56,98 - 64,03 - 0,1407 0,1407 0,1407 n.s.

h’=0,5858 >1LW f@@>"% 4H 98,3 13,51 9563 - 100,30 | -1,7091 - -0,2745 - <0,001
>1L1 3FRL" ! 5H 210 20,14 207,54 - 213,45 | -1,9473 - -0,3315 -0,5097 <0,001

THBHOIMS QUgLI! "7\ 1 1H 121,6 8,93 116,86 - 129,82 - 2,92 - 6,34 <0,001
(2C/Ne hojas) Q"gLM 2RQMM 2H1 21,9 10,6 1993 - 2315 5,172 2,834 13,76 - <0,001
h’=0,2675 Q"gL\! 3FRL"l ! 5H 210 7,22 208,60 - 219,34 - - -3,853 7,071 <0,001
1%)*# 2BGHLI | 17>\ 1 1H 121,6 8,73 11575 - 123,54 - 0,05933 - 0,0434 <0,001
2BGH 2BGHLM f@@>"% 4H 98,3 12,41 94,27 - 100,31 | 0,2333 - 0,1441 - <0,001
h’=0,732 2BGHL\ | I3FRL"I ! 5H 210 51,99 208,22 - 211,08 | 0,3679 - 0,3339 0,2942 <0,001

>%=6%!(! @#5)*5D%0*<B¢sultados QTL ensayos invernadero. Ensayos: L fotoperiodo largo, S corto, V tratamiento de vernalizacion. Efectos
aditivos: signo negativo efectos asociados al alelo de Barbarrosa, positivo los de Nevada.

-.Q.HY*2&6*1)3*%)'(2)STU)3*%*,%"3(2)*1),"3")*12"9()+*" 00 "3 ()#"+")*2%*) *R%&30(
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En este ensayo no fue significativo para ninguno de los caracteres estudiados +()* ni el gen de
fotoperiodo !!" #% de sensibilidad a fotoperiodo corto, sino solamente el gen de sensibilidad a
fotoperiodo largo " #5/, como cabia de esperar. Ademas, este fue el maximo responsable del filocrono
para este ensayo, ya que PHY_2 es el Unico QTL significativo para este caracter. En cuanto al encafado
resultaron significativos bajo estas condiciones tanto ,-. #/ como ,-. #% misma situacidn que se dio
para el ratio entre elongacion del tallo principal y el encafado, a diferencia de la elongacion del tallo
donde ademas de los dos genes anteriores fueron significativos los QTL SE_2 en la regidn del gen " #5/,
aunque solamente para tiempo térmico de esta fase, y SE_3 en la region de eam6.

Por su parte los QTL significativos bajo estas condiciones de fotoperiodo largo para alcanzar el
estado de hoja bandera y espigado fueron tanto los genes de vernalizacion y PPD-$/, este sélo para
tiempo térmico en el caso de estado de hoja bandera, como e QTL en 3H mencionado anteriormente
tanto para espigado (F_4) como para alcanzar el estado de hoja bandera (FL_4).

-.Q.H./WN12"9(), (1);(%(#*+0(3(), (+%)XPY

Bajo estas condiciones cabe destacar el hecho de que QTL en la regidn de !!" #/, de sensibilidad
a fotoperiodo largo, fuera significativo para diversos caracteres como son el tiempo térmico de
elongacion del tallo principal, filocrono, espigado y hoja bandera, destacando que para el ratio entre
elongacion del tallo principal y encafiado este fue el Unico QTL significativo, el cual no es significativo para
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la fase de encafiado, sino el QTL en 1H para TL_2 para numero de hojas desarrolladas en esta fase. Siendo
también significativos en esta fase los QTL localizados en las regiones de !!" #%y ,-. #/ . Mientras que
para la fase de elongacion del tallo principal " #%s06lo fue significativo para el tiempo térmico de esta
fase, ya que para el nimero de hojas el QTL significativo en 1H fue SEL_1, nombrado anteriormente,
ademds de ,-. #b/ como en la fase anterior y a mayores los QTL en eamé6.

En cuanto al filocrono resultaron significativos bajo dia corto sin tratamiento de vernalizacion
ambos genes de fotoperiodo, los cuales también resultaron significativos para las ultimas dos fases
estudiadas ademas de +()* vy los QTL en 3H, aunque para este en el caso del caracter de estado de hoja
bandera sdlo fue significativo en el caso de tiempo térmico para alcanzar dicho estado, como ocurre con
,-. #/ que ademas no fue significativo para espigado en este ensayo.

-.Q.H.-W12"9(),(1);(%(#*+0(3() " +={8+"%"60*1%()#+*40()31)"00", 0IKCYY

En esta ocasion " #%no fue significativo para ninguno de los caracteres tal como era de
esperar, mientras que QTL en la region de !I" #/ de sensibilidad a fotoperiodo largo, fueron
significativos para todos los caracteres a excepcién del ratio entre elongacién del tallo principal y
encafiado, donde fueron significativos tan solo los QTL en las regiones de los genes de vernalizacién. Por
su parte para encafiado estos también fueron significativos, ademas !!" #/ para tiempo térmico y BL_2
en 2H1 para numero de hojas desarrolladas en dicha fase, mientras que para la elongacién del tallo
principal ademds de los nombrados para encafiado, fue significativo +()* .

Para las dos ultimas fases resultaron significativos todos los genes diana, a excepcién de " #%y
finalmente para filocrono resultaron significativos en esta fase tanto QTLen !!" #/ comoen ,-. #/.

-.Q.H. ANV12"9(), (1);(%6(#*+0(3(), (+%()9)%+"%"60*1%()#-+*40()3*)4*+1"0D", 01 )XCPY

Para este ultimo ensayo bajo condiciones de fotoperiodo corto y tratamiento de vernalizacién no
resultaron significativos ningun QTL en las regiones de !I" #/, ,-. #%ni el QTL en 3H para espigado y
estado de hoja bandera.

De manera que tanto para encanado y ratio elongacion del tallo principal y encafiado fueron
significativos tanto QTL en la region " #%como ,-. #B/, mientras que para la elongacion del tallo
estos sélo fueron significativos para el tiempo térmico de esta fase, siendo ademas significativo los QTL
en eam6, ademas del QTL en 1H SEL_1 para numero de hojas.

Por su parte el filocrono se encuentra controlado en este ensayo por los mismos genes que el
ratio elongacién/Encafiado, mientras que las dos ultimas fases estudiadas de encuentran controladas por
estos dos y +()* a mayores, aunque en el caso del espigado los efectos de !!" #%fueron los mas
elevados como observamos en la tabla 16.
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En esta fase fueron detectados QTL tanto en los genes de vernalizacién que segregan en la
poblacién de estudio ,-. #/ y,-. #% como los genes de fotoperiodo " #5/ y !I" #$% Cabe destacar
qgue la heredabilidad fue ligeramente superior (0,6) para el tiempo térmico de esta fase que para el
numero de hojas (0,5).

Ambos genes de vernalizacién fueron significantes en los mismos ambientes para los dos
parametros estudiados para esta fase: tiempo térmico y niumero de hojas. De esta manera dos QTL
fueron detectados en ,-. #5/, J_4 para tiempo térmico y BL_4 para numero de hojas siendo ambos
significantes en todos los ambientes estudiados, especialmente en el ambiente sin tratamiento de
vernalizacién y fotoperiodo largo (L), donde los efectos aditivos procedentes de Barbarrosa fueron los
mas elevados con una gran diferencia. Por su parte los QTL detectados en las inmediaciones de ,-. #%
J_3yBL_3, fueron significantes en los dos ambientes donde se aplicé fotoperiodo largo (Ly VL).

Por otro lado, en cuanto al gene de fotoperiodo, !!" #%fue detectado para ambos pardmetros
en los ensayos en los que se aplicé fotoperiodo corto (S y VS), aunque también fue significante bajo
fotoperiodo largo y tratamiento de vernalizacion (VL) para el tiempo térmico de esta fase, siendo en este
caso sus efectos aditivos mucho menores que en los otros ambientes detectados y en este caso fueron los
alelos de Barbarrosa los que producian un alargamiento de esta fase, mientras que en los otros
ambientes eran los alelos de Nevada los que producian este alargamiento de la fase de encafado.

Respecto a !I" #B/ este sélo fue significativo para tiempo térmico, J_2, bajo condiciones de
fotoperiodo largo y tratamiento de vernalizacién (VL), ya que en el caso de nimero de hojas el QTL
detectado en el grupo 2H1, BL_2, se situa en la posicién entre 33,58 y 35,37 cM, mientras que J_2 se sitla
entre los 19,71 y los 25,06 cM de este mismo grupo de ligamiento encontrandose SNP22, marcador
intragénico para !I" #/ y LOD maximo de este QTL, en la posicién 21,9. Ademas BL_2 tan solo fue
significante bajo condiciones de dia corto y sin tratamiento de vernalizacién (S), siendo los alelos de
Barbarrosa los que producen un mayor nimero de hojas durante esta fase, al contrario que ocurre con
los efectos de J 2 bajo tratamiento VL, donde los alelos de Nevada alargan el tiempo térmico hasta
encafiado. Por tanto, J_2 y BL_2 no corresponden al mismo QTL, difiriendo ambos caracteres, nimero de
hojas y tiempo térmico, durante la fase de encafiado en estos QTL.

83



I"H$%& () %*+, +(

T
|
|
|
|
@
N |
o
L |
\A
|
|
1
2N A N -
T T T T
2 1 0 !
T T
H$%& ()" . - | - - 1
| |
| |
| |
1 1
- 1 L - |
| |
| |
=) 1 1
© - -
S ' '
3 ! !
3 1 1
©
e} R ] u - ]
| |
| |
" | - |
L L
T T T T T T T T T
0. 10 1 4. 3. 2 1 0 !
s T T
3% (A - |- = - |
| |
<
Vv
36 e ¢ o ! ! !
S w | |
25
@
?Y E . ! !
o ©
g= | |
+ 4 - ' e L] '
| |
+ | |
1 1
T T T T T T T T T
0. 10 L 4. 3. 2 1 0 I
T T
e g o = : = - :
| |
| |
1 1
. - | o -— 1
1 1
gu ' '
& A ' 1
8 - - ' o |
&
= | |
1 1
* . | | - |
| |
| |
+ - : - :
L L
T T T T T T T T T
0. 10 L 4. 3. 2 1 0 !

mE 'H$%& 6CT%7 GREA
H61J611&'6

[ & 1"#$%&' 6C7%7GBEA
K#G6C6

)

7*;D/%!PEn esta figura se muestran las graficas de QTL detectados bajo un andlisis multiambiental para el ratio entre la duracidn de la elongacién
del tallo principal y el tiempo térmico de encafiado (SE/J), comparandola con los QTL detectados para cada una de las fases por separado. En la
grafica superior se muestra el LOD de cada uno de los parametros y en las inferiores los efectos aditivos en cada uno de los ambientes
estudiados.
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Durante esta fase cabe destacar la significacion en todos los ambientes de los QTL tanto para
nimero de hojas como tiempo térmico en la regién donde se localiza '()* , SE_3 y SEL_3, siendo alelos
de Nevada quienes aumentan los pardmetros de esta fase, especialmente bajo condiciones de
fotoperiodo corto y tratamiento de vernalizacién (VS).

- #%fue significativo de la misma manera que lo fue en la fase de encafiado. Por su parte,
,-. #B/ durante esta fase fue significante bajo dia corto (S) incrementando el tiempo térmico y nimero
de hojas los alelos procedentes de Nevada, SE_ y SEL_ (para tiempo térmico también bajo tratamiento de
vernalizacién, VS), pero también fue significante bajo condiciones de dia largo, tanto con tratamiento de
vernalizacién como sin ello (L y VL) aunque en estos, al contrario de lo que ocurre bajo fotoperiodo corto,
son los alelos de Barbarrosa los que incrementan dichos caracteres.

Respecto !I" #5/ también se encontraron QTL significantes para ambos parametros SE_2 vy
SEL_2, especialmente bajo condiciones de vernalizacién y fotoperiodo largo (VL) aunque SE_2 para
tiempo térmico de la fase fue también significativo para los dos ensayos realizados sin tratamiento de
vernalizacién (L y S), aunque en menor medida. En todos los casos los alelos de Nevada incrementan
estos parametros.

Por el contrario, " #%sdlo fue detectado para tiempo térmico bajo condiciones de dia corto,
SE_1, con efectos distintos en ambos ensayos ya que sin tratamiento de vernalizacion (S) son los alelos de
Nevada los que alargan la fase de elongacién del tallo principal, mientras que con tratamiento de
vernalizacién (VS) son los de Barbarrosa. Destaca también que el LOD maximo se encuentra desplazado
4,3 cM del marcador intragénico para " #9% aunque el intervalo de confianza incluye su posicion. Al
contrario ocurre con el QTL SEL 1 en 1H para numero de hojas desarrolladas durante esta fase y
significante también bajo ambos ensayos con fotoperiodo corto (S y VS), el cual es un QTL diferente ya
que su LOD maximo se encuentra desplazado 21,6 cM del marcador para !I" #%no abarcando en este
caso su intervalo de confianza la posicién de dicho gen.

-.Q.1.-)V"%0()*(1=",011)3*)%"" ()#+01,04#">*1," I Ty

En este caso tan sdlo los genes de vernalizacion y !I"  #%fueron significativos, de manera que en
todos los casos los alelos de Nevada provocaban que este ratio fuera mayor, por tanto contribuyendo al
alargamiento de la fase de elongacion del tallo frente a la de encafiado. De esta manera SE/J_2 situado en
la regidn de ,-. #%se detectd bajo condiciones de dia largo (Ly VL) y SE/)_3 para ,-. #B/ en todos los
ambientes menos en sin vernalizar y fotoperiodo corto.

Por su parte sélo !!" #%fue detectado para este ratio (SE/J_1) en los ensayos bajo fotoperiodo
corto, Ly VL.

Destaca también la heredabilidad de este caracter, 0,73, la mas alta de todos los caracteres
estudiados en este trabajo.
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Este caracter se caracteriza por tener la heredabilidad mas baja de todos los estudiados en esta
tesis, ya que esta es tan sélo de 0,27.

En este caso resultaron significativos ambos genes de fotoperiodo, !I" #%, PHY_1, para ambos
ensayos bajo fotoperiodo corto (S y VS), mientras que " #5/, PHY_2, lo fue en los ensayos bajo
fotoperiodo largo (L y VL), especialmente bajo tratamiento de vernalizacion, asi como en el ensayo con
fotoperiodo corto (S). De manera que en ambos casos fueron los alelos de Nevada, tipicamente
primaverales, es decir sensibilidad a fotoperiodo corto e insensibilidad a fotoperiodo largo los que
aumentaron el tiempo térmico para que se desarrollara una hoja. Mientras que si observamos el otro QTL
significativo para este caracter, PHY_3, situado en la regién de ,-. #/ vemos que este tan solo es
significativo bajo tratamiento de vernalizacién, con efectos contrarios ya que los alelos de Nevada
incrementan este caracter bajo fotoperiodo corto, mientras que bajo fotoperiodo largo son los alelos
invernales de Barbarrosa los que incrementan el tiempo térmico para que se desarrolle una hoja.

o5 10(P)

N° hojas 2
]

N’ hojas del
tallo prinpal
'

1
N° de hojas
totales

Filocrono.
H

== Efectos aditvos

== Efectos aditivos de Barbarrosa
de Barbarrosa
== Efectos aditivos
- Efectos aditivos -
de Nevada

7*;D/%!1J(En esta figura se muestran los QTL detectados bajo un analisis multiambiental a la derecha para el tiempo térmico de cada una de las
fases estudiadas: espigado, elongacion del tallo principal, encafiado y estado de hoja bandera; y a la izquierda para los caracteres relacionados
con numero de hojas: tanto totales, como basales (antes de encafiado) y nimero de hojas del tallo principal, asi como los QTL detectados para
filocrono. En la gréfica superior se muestra el LOD de cada uno de los pardmetros y en las inferiores los efectos aditivos en cada uno de los

ambientes estudiados.
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Para esta fase ambos genes de vernalizacién y fotoperiodo fueron significativos para ambos
parametros, tiempo térmico y nimero de hojas, ademas de +)* vy un QTL a mayores para el tiempo
térmico en el 3H, FL_4, que no corresponde con 0'123, el cual segrega en la poblacién. Este QTL fue
detectado para todos los ambientes estudiados (menos S) y resultd no significante su interaccion con el
ambiente, es decir, que en todos los ensayos tuvo los mismos efectos aditivos, de manera que los alelos
de Barbarrosa provocan un incremento en el tiempo térmico total para alcanzar el estado de hoja
bandera en igual manera independientemente del tratamiento aplicado.

Este mismo efecto se ha encontrado para los QTL detectados en+() * (QTLxE no significativo)
para esta fase, tanto para tiempo térmico FL_3 , como para numero de hojas TL_3, significativos ambos
para todos los ensayos. Siendo los alelos de Nevada los que incrementan en igual medida en todos los
ensayos los dos caracteres.

En cuanto los genes de vernalizacién, alelos de Barbarrosa, tipicamente invernales fueron los que
alargaron el tiempo térmico y numero de hojas para alcanzar el estado de hoja bandera, principalmente
bajo condiciones de dia largo, para los QTL en la region de ,-. #% FL 5y TL_4, y también para los QTL
en la regién de ,-. #/, FL_6 y TL_5, siendo estos uUltimos también significativos bajo condiciones de
fotoperiodo corto y vernalizacion (VS), e incluso FL_6 para tiempo térmico, fue significativo (aunque con
un efecto mucho menor) bajo condiciones e fotoperiodo corto sin vernalizacion (S).

En este caso los efectos de !!I" #%se hicieron notar bajo condiciones de dia corto para ambos
caracteres, FL_1 y TL 1, incrementando los alelos de Barbarrosa de insensibilidad a fotoperiodo corto
estos caracteres.

Sin embargo, en cuanto a los efectos de !I" #/, el tiempo térmico (FL_2) se vio incrementado
por los alelos de Nevada de insensibilidad e fotoperiodo largo en ambos ensayos bajo fotoperiodo largo (L
y VL), e incluso fue significativo bajo dia corto (S) aunque con un efecto mucho menor. Mientras que para
el parametro de numero de hojas, el QTL TL 2, fue significativo con los mismos efectos que para tiempo
térmico sélo bajo condiciones de fotoperiodo largo y tratamiento de vernalizacion (VL), ya que este fue
tan solo significativo en el ensayo nombrado anteriormente y bajo condiciones de fotoperiodo corto (S)
pero en este caso el nimero de hojas para alcanzar el estado de hoja bandera se ve incrementado por los
alelos de Barbarrosa aunque en menor medida que los efectos causados por los alelos de Nevada vistos
en VL para este mismo caracter.

-.Q./.QW2#0="3(>Z'(+",011

En cuanto al espigado, nos encontramos con una heredabilidad similar a la encontrada para los
caracteres de hoja bandera, entre 0,5 y 0,6, y unos efectos de los principales genes de floracion muy
similares a los descritos para tiempo térmico para alcanzar el estado de hoja bandera como se resume a
continuacién.

Ambos genes de vernalizacion fueron significativos (F_5 para ,-. #%vy F 6 para ,-. #/)
alargando los alelos invernales el tiempo de espigado bajo condiciones de dia largo (L y VL),
especialmente en condiciones sin vernalizar. En esta ocasion F_6, en la region de ,-. #B/, fue también
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significativo con igual efecto de los alelos de Barbarrosa, aunque en mucha menor medida en el ensayo
realizado bajo condiciones de fotoperiodo corto y tratamiento de vernalizacion (VS).

Por su parte los genes de fotoperiodo se comportaron de la misma manera que para tiempo
térmico, QTLen 1H F_1 en !!" #%y F_2 en 2H1 para !!" #B/ para alcanzar el estado de hoja bandera y
en los mismos ensayos como podemos ver al observar la figura 10 y la tabla 16, aunque en este caso los
efectos aditivos de F_1 en el ensayo con fotoperiodo corto donde fue significativo (VS), fueron mucho
menores que en el caso de estado de hoja bandera.

Algo similar ocurre con el QTL detectado en la regién de +)* , F_3, donde alelos de Nevada
retrasan la fecha de espigado en los mismos ensayos que FL_3 para el estado de hoja bandera (L, VLy VS),
pero en este caso la interacciéon QTL por el ambiente si resulto significativa, tal y como vemos al observar
los efectos aditivos de Nevada en cada uno de los ensayos, siendo mucho menores estos en el ensayo
bajo condiciones de dia corto (VS).

De igual manera que para tiempo térmico para alcanzar el estado de hoja bandera, nos
encontramos un QTL para espigado en 3H, F_4, el cual se situa en la misma posicion que FL_3, siendo
también significativo en ambos ensayos sin vernalizar y el ensayo con tratamiento de vernalizacion y
fotoperiodo largo (L, S y VL), aunque en este caso, siendo también los alelos de Barbarrosa los que
incrementan el tiempo total para floracion, los efectos fueron distintos segln el ensayo, siendo mayores
los efectos de este bajo condiciones de dia largo y sin tratamiento de vernalizacion (L).
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1Z&'() (F1+,7G&4*! (V@' 4%)-)&.%&.1 .%! LFQ! *G%.,)! JaLSQ! '2&.%-(,)! .%&/.1 * )1 6,/-.(,()! R.6, ! F!
302,01, >1$511,7,15.9%Z8&+17,/,1.)&.1.)&A(-'134.1 *1'28&.%-(").%! . *1&/,2,8' (.&**,(1(.1.).11-)1"]
+7G&4Y>

B"B&./.&,+/$F.&$()*G+)1:(EHBE. 79$+),+%*-+:*+%, *$1
!

W, /15 )&A(-13. %*05-+1).1/. %=1, [%1).-)1.9%), F) (1 +,17' @' +'%! &/.)!11.7.&+-'%.)1 +,(,1 4%'1 (.}
F)@1 +%H%! (-).[1 %! 2%:4) +#175&) K ) > C) +/,+&1) 1.(-()! 34./%! *) ;4]
7)&.1-'11.%8&.1).14&=* 1 V617 /,1) 41, %=*-)-)IFI 7")&./- /1(.&.++-0%!(.JABC}

$)&)! . %),F)! (1 +,17'@! ).l **.6 %! 1 +,2' %! * 1 S-%+,1 1,4 ) TY,* (*(V! (4/,%8&.! *)!
+17,[ ) PHHQCPHARPHHIY! PHHUCPERRHHI@! ()] (4/,%8&.1%,1+,17 [, | PHHCP##"1+'%! ()13.+E,)! (.!
)-.12/,1 (-3.1.%&.) T&[* @! P##'00-%&H@/-1,6./,* @! P##"O)7/965i.1 )&,!1,%./,@! *1 &.%./! ()!
3.4E,)!(.D-.12/,1(-3..%&.)@")-.%('14%, | 14F1&,/(G,@").1 7'(/=%!+'/'2',1*)11.)4*&, (')1'2&.%-(")! . %!
-966.1%, (/'@ %! +4,%8&"1 1*1).9%)-2-*-(,(1,1 6./%,*-:,+-0%! (.1 +,(,1 4%,! (.1 * )1 *G%.,)>! C)! ()! D*&-1)!).!
[.*=:, 1'% %1% 1+, 17 [ IPHLECPH#L L@!4%'1(.L.*)@!,*1-54 *1:4.1.1 )& @!.%!*1S-%+,1",1,(4,] @'P#LLO" @!
FILAUI&ST 60 * 1%+ %-(((16,4%)%.& %,! (. | W.[,3*/! (.1 '%-8,@! P#LLOWS)&.D*&-1").! )-&40! .%! 4%!
12-.%&.1%-5./,1.9%8.1(-3.L.%&.1.) T +&,1* )1 +'Uo(~+-%.)13G)-+ ! F,1:4.1.)&,1%,1).! . %+4.%&/,1. %! 4%!
7=1,1'11=)1 6.%&., (" F! +'%! 4%! &.//.%'1 1=)1 7.(1.5)' ;4.1 %,1 3-%+,1 (%(.1).1 1., *-1,/'%! &'()! *)!
(1=)> !

d)-1(.1%) 14+-9%49%),F)1).12/,()!.%!",1,(4.[,)! ITOL@ULGR@!b@K"qn!F!14%,!,*&-&4(! (.| U#PLV@!4%'!
).1(-3.1.%+-01.%!* 13.+E,1(.1)-.12/,@!(.!1 ,%./,:4.|P##K @ P## @ P##"00-%&./\FIP#LLO).1).12/,/'%).
Pb@!L"@!PKI!FIPH!(.!%'6-.12/.1/.)7.+&-6,1.%&. @ 1-.%&/,)!;4.1 P##"0)7/-%5!).1).12/0! I L#! (.13.2/./ @!

)&, %('1.974.)&,)1* )1 7% %8&,)1) 0F'1,13'&'7./-'()1* /5)>IW'/1) 417 /&.@!.*1.9%), FIPHLLOW!).1** 6011+, 2']
01 1R+ £ (11 W.[,3*/1(.11'7%-8, 'DL@QAR@M@N!F!4%,!,*&-&4(!(.1foULV!)-&4,(1,ILQIhLI(.I*,!
7/-1.0, 1%+ *(,(IF1+'%14%,! *&-&4(1(\LbQLIL,F/> 1$)&.1D*&-1'134.1).12/,('1&,12-2%!.%!'& [ @!.*|PQ!
(1%'6-.12/.> !

$%1&()*)+,) M).1).12/,/%! %1+ 17'%)ILFQ ¥G%.,)1.%!7,/+.* )I(.IbI1.&/")1+4,(/,(')!+'%! 4%!
). 19! 2% 4N+ 175 &) K ) Sla, (1A% (1 *)!.9%),F) +'96)&,2,! (.1 &/.)!/.7.&+"'%.)! FI &L.)!
8.)&5")>! a-./:'@! </,7TE-+! .1 1-)7,%-+! .%! *)1 .%),F')! P#00-%&./@! P##'0)7/-%5@! P#LLO"! F! PHLLOW
fP#HHCAL@! a-./:'1 FI M'%*0%)! %), F')! PH##K! FIP##>1$%! &'()!.#)1).1).12/,/'%! ,(.1=)1*)1 ()!
7,1.%8&,*)@'R.6,(,\F1J,/2,/,> |
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$9%!.)&)1.%),F)!).1.6,5401 )1 (G,)! (.1.)7-5,(1 +'1'1* 1 (-3./.%+-,1 %&/.1* 13.+E,1 %! ;4.1 %! *I
QHII(I* 17, /+*1).1'2).06  [,1.9%!*17* %&,! *11.9)! () +.%&G1.&") (.1*))12,/2,)1 (.1*,1.)7-5,IF1*!
3.4E,1(1)-.12/,> 1a,*+4%=%(").] 7)&./-'/1.%8&.1 % | -%&.5/,*1 &Z/1-+1 (.1 )7-5,(1+'1'1*1)41,! (.1 %]
&.17.1,&4,V1.(-,1 (-, /- V%51, ()1 +.%&G5/,() () (1 *13.4E,1 (1)-.12/,1 E,)&,!*,1(.! )7-5,(>1W,/,!
FRYLA&*-: 961 ¥) (&) 1.5-)&), () T/ *1 )&, +-0%! 1.&.'/*05-+,1 (.1 *,1 3-%+1",1,(4.[,)! F! (!
M.(-%,1(.1_").+'17,/,1.%1.9%), F'I(.IWL[, 3% /1(.11'/%-8,>! !

2.1&'1,/'%) &, 12-Z%! (,&)! (1*,1 *&41,1(. 1% )1 7% %& ) Yok, (1 7,/+.*, @!1-(-.%(1(.)(. 1.*1)4.*1
E,)&1H+%% [1(1%1)7-5, @!7')-2%)1.9%3./1.(,()!F!.*5/,(1(.).%+,1,(1.%!4%,! )+ * | (*IL! * L#@!
(%(.1.¥16,%/ILL;4-6,%.1, 1 )IT* 06&,)1&'&,*1.%8&.1./54-(,)IFIL#1&412,(,)>1d(.1=) @!,%&.)!(.1*,1+) . +E, @!
) A LYol +- %+ )T-5)I(1+,(,14%,1 ()T, /+*)7,/,1)&1,/1.11%D1./(.15/,%")!7'/1.)7-5,IF1*,!
©065-&4(1(.1.)&,)>1$)&'ID*&-1"1%'1).I74(Y. *-:, L%I*)I().%),F)(. P 1+,17,[! PH##fcP##">

W& /-11.%&.1).14+").+EQI+ %61 1-+/' 1+).+E,(‘/,IF1).1"2&46'1 117 ) 1(XI5/,%'1 (1+,(,17,/+.* ]
QA& ()%, F)  @!F!).I+,*+4*0L9b(-1-.%&" 7/'7-,1.%&.! (-+E' @'+'%)-(./,%(b@GI1,1)47./3-+-.!
&), J+.%)>  1C)4%-(,(.)14&*-:,(,)! .%!.)&.L)&A(-'17,/,11.%(-1-.%&'134./'%!5c1 "@!F,!;4.1%,)!
A%-(,()! ())& 1,1 -%68&./%,+-'%,* 34./'%! * )1 *5{) 7,11 1. %2/l %1 (.&.++-0%! (. ABC! .%! .)&,!
7'2% +-0%@!F1+'%6].%13-061(.14%-3-+ /1 ¥1+/-&./-'1).14&=*-:,['%17 /1. 1) &W(,%6=*-)-)3.], %' &0, 12-Z%*!
3.9%'&-7'D1234D;4.14*,/,1.9%8&.1).1'2)./6,2,1&,%& 7' /% | *&4/ \+' 117" L X/.&1)I(.]  *13%/,+-09%

2.1'2846-. 1'% &,12-Z%'&IV T ,I=1.&1") 1/.*+-'%, () +%!* 1+ *((1(15/,%" 1+'1'1)%! *17.)1
)7.AG3-HFL A7) (L 1-41).1-%%)  3$1%D./1 (! 5/,%) 7/ 1.8 +4,(,(@ ;4. -%&S5/,! *)!
+17'%.98&.)! (1 .%(-1-.%817/.6-)1 1, %&.)-)@! ). +,*+4*01 %1 2,) L1¥) (&) (1 +).+E,@ !,|.9+.7+-0%!
(. F)(O)L%),F)I(1% 1+, 17, IP#L#CPHLL ~ @!P#LLOW!FIP#LLO®

G.G.@)!(1?2,2(1*3),'29T%2,"3)?*),"2")"9:2*1%6*) 2*)*3%&?2(

aL16.1).%!*,1  5/=3-+1LQ@'*,)1+'%b(-+-'06.)1+*-1,&*05-+,)1.%!*)1).-)1.%), F') &46-./'%!5/,%(.)!
(-3/.%+-)>IR'EA42'15/,%(.)!(-3./.%+-)L.9%61¥1:4.1.) 7 .+&1,1* 1+ %8&-(,(1(.1*46-,1.%!,12,) 1%+ *-(,(.) @!
4%:4.14'%1%-5./ )1(-3./.%+- )@ 74.)&4.1%)11.) ) (V' +8&42/. @' (-+-.12/.F.%./'"1 34./'%1*-5./,1.%&.!
1=)1%%46-"))1.9%! %1, 12-.%&.| PALLOW®@! 1-.%8&/,) ;A" TFIL, /1) 14+ [, +&.1-1 %1 T'1 %1 +'%6 &/ [->]
2-%!1.12,/5@'.%!.),!11-)1,1+,17,[,@!.*1.%),F 1 PALLO 1&,12-2%! 34.12,)&,%&.1 **46-")'1.%!*) 7/-1./")!
L)) H+-+¥1( H1+4*&-6'@!,17.),/1(.). Y%+ %&/, /). LY &S ¥+ *-(,(> !
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LK# PQ
Lb#
P#
o LP# m— PAHHK
3 P P
o Lt - L <
& Q% P
& %
§ f# ; L
§ K# - L# :\2 — VL
A —— P##KB
# ,
Q —e— P##B
P# T . P# IIB
# - # —e—"LLB
—e—WLLB
.\Q/
5"/&

29%(

0,PQ$-4) BR.! 14.)&/,! &,%&" *! TH6-)-(,(! TE-)&'S/,1V! 11 *1 6,/-+-0%! (! &.17./,&4/,) T5/=3-+,1 *-%. *V! (.1 +,(,! 4%, (! *)!
+,17,[,)C,12-.9%&.1-%+*4-(,)!.%!.)&.1.)&A(-'> IC)1(,&)134./% ! +5-(), 17 /& (.1*,1.) & +-0%! 1.8 [*05-+,1)-&4,(,1.96!%,13-%+ 1" 1,(4.[)!
(41,9%8&.1%)1 [V PHHK @PHHIFIPHLL@! )G+ 1)1 (&)1 (I PHLLI(1*,1.)& +-0%! 1.8 %05+, 1-96)&*,(,. %61, 1%+ *-(,(16,**-)"*.&,%, (.M. (-%,
(L) @17.0,128.%. /%) &) +*-1=8-+)1(.*.%),F'IL. *-2, (1.O6IPHLLY%!*, ¥+ *-( (1(IW.[,3*/1(!1'1%-8,ITWLLV> !

C)7A&N )& TI=1.&I@ +,(,1 4% () &AB' (1)&-%6&,)! 7,/&+4% [-(,()@! (1 1,%.1,1 ;4!
+11'1'2)./6,1)1 %! * 1 5/=3-+,  1L"1.%1 12 %&.! (.| P##! ).l +,/,+&./-01 T/1*,1 4).%+-1 (.1*1).:4G]
&.J1-%,*! &,%! &GT7-+,! (.| ,12-.%&.)! 1.(-&/1=%.)@! ;4. +'1'1 6./.1)! 7)&/-/1.%&.) [.7  ./J+4&-0!
7')-8-6,1.9%8&.1.9%1*)1/.%(-1-.%8&")'2&.%-()1.%!.)&.1,12-.%&.3

CO[)! PHEKIFIP##" ).+ [ +& 1= /'Y 7'/ *.6,( ) 7] +-T-& +-'%) (V& 1-%6-./%'@! F! 14F!
V)N (17/-1,6.1,1+'%!134.1&8.1.)&IZ) EG(/-+'1 &./1-%6,*>1 $%! PHHK!* ) 7/.+-7-&,+-'%.)! (.1, 2/1-&-5,/'%!
7,04-%1.%8&.1 117/2% 1@ ,4%;4.1 1,F'| F184%-'1 34./'%! )7.+-*1.%&.1).+) F1 )&).1 &/,(48' .%! 4%)!

** 0/, (' (1 5/,%'1 14F! (.3-+-.%8&.>! C,1 7/-1,6./,) .9&/,'1(-%,/-,1.%&.1 ).+, (.1 P#LL! ,3.+&0! .%! 1,F'/!
1,9%./,1,1%,1)-.12/,1(17/-1,6./,@'F,::4.1.*1(.) //"** TCIE)IT* %8119, 41), %<1 41-%6-./%'>] |

C)! &.17.1,841,)! &12-Z%! (-)&,/'%! .%&/.! ,12-.%&.)! +'1'1 6.1)! *1 '2)./6,/! *)! 1.(-,)!
1.9%)4,%)1.%! *1 5/=3-+1L"@!7./"1+,2.1 ()& +,/1:4.1& () . **) &46-./'%! 4% )1 1.(-,)! 1.%)4,*)1 %! .*!
7.0- ("1 -9%6./%, %! T(-+-.12/.@" .%./' | F! 3.2/./'V1 -%3./-1.)! |1 11 5/,()! +.%&G5/,()! (! 1,%./, ;4.1 %!
6./%,*-1, +-09F 4('1+'17*.&,1).1. %I &' () F*)>1C )6, /-.(,(.)!(1-%6-./%'1.%! .*1 %), F'| P##"0) 7/-%5!).1
()% %1+ %1 %' 1 *-(, (1 FI+'17%.8,/'%! 6./%, *-:,+-0%! F,1;:4.1%)11.).)1 (.1 1,17 @'+'%!4%,11.(-,!
f@b! 5/,(')! +.%&G5/,()@! F! .)7.+-*1.9%&.1 ,2/-*1 +'%! 4%,! 1.(-,! (.! "@b! 5/,()! +.%&G5/)(34./'%!
)7.+-,*1.%&.13/G")!
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B"H*I+,1-1:1EJ.*-+*:1%*.)A:$%$%*+%, .-J%,$&1%*+78:+.-1%*
!

G.-.@)81T'2323)#+*'2921"+*30)<3%"2$3%2,")?*3,+2#%2P"

i1-54.%1 1,9./,1:4.1.9%! X1)&A(-"1 %1 +%(-+-"%.)+%&/*, ()1 (.1-%6./%, (/' 1,1*1;4.1).1% 1E |
C+,(1 1+, 7G&A* &) (1%, 71.).%8&.! &))@ ).) E,%! /.,*-1,('1 4%,1).J-] (.1 ,%=*)-)! )&, (G)&-+)!
71%-1-9%,L)>IWL**1YLE Obl+ *+4* (1 11 (-1 7'2% +-'% *@!(.)6-,+-0 %1)&,%(,/(@'1=9-1'F!1G%-1'@!,)G!
HLE )L (- ) ) O7 1.%8&,*)@13,/2,/1,FIR.6,(,> !

2VEN %=1, (T4%] ,%=*-))1 (! 31.44.%+-)! (1 +,(,1 4% (1 *)! 7,/=1.&/) 1.(-()1 7,/,1 %!
()+'17")-+-0%! (¥ 1.9%(-1-.%&" 1.71.).%&%(! *)! E-)&5/,1) +/)7'%(-% &) 7./, +(,
7,/=1.&/'c,12-.%&.> !

d)G!1-)1'@!).1E, ., %2, (14%L)&A (-1 (1* H11.* +-'% ) (1¥) (1) &-%6&") 1 +,/,+&.1.)1.)&A(-,(")!
001+, (,1,12-.968. 1+, *+4*=0(").1 K1+ 3-+- 06&.1(1+'/1.% +-0%!(IW../) %! %&/.1¥) () &-%&)!7,/=1.&/") >

G.-.G)81T'2323) A PPLU"0)21%+*+",,2(1*3)*1%+*)'(3)723%21%(3), (9#(1*1%+3) I*)")P"+2"1U"
|

$%! 7/-1./1 %45 /@!).1**.60! ! +,2'1 4% ,%=*-)-)! (! 6,/-,%114*&},12-.%&, X TARNYdV! 7,/,! +,(,!
+/=48&.11 )&A(-, (> d! +'%&-%4,+-0%@! ). **.601 1 +,2'1 7,/,1 +,(,} +,/=+&. /1 4%! 1'(.*'1 ;4.1 -%o+*4G YI*
7/-%+-7 *)1.3.4&) (H1,%=%-)-)1(16,/-,%:,184%&1).3.+&)! (.1*,1-%&./, ++-0%! 14*&-T*-+,&-6 1 (! %=*-)-)!
(] +'17'%.9%8&.)! 7/-%+-7,*)! TAMM\V! +'0%! *I 3-06] (.| (.&.+&/! *)! 7/-%+-7,*)! .3.4+&)! 5.%'&G7-+)@!
12-.9%8&,*)! FI %1 -%&./,++-0%! .%&/.! 12")@! 4&*+ 98(1.&'(*'5G,! ()+/-&, %! * 7,/& (! (!
1,&./-*)IFI1Z& () (H1+,7G&A*1&))1(.).&,18.)-)> |

G.-.-)S*06(2((AS")H"+") ") 2406%,, 211) 2%),"+",%*+*3),&"1%2%"%2P (3);4&"1%2%"%2P*)%+"2)%'(,2V)456=)*1))™)
#(:™ 211);WAP"2") 7)Q"+:"++(3"=)7)Q"+:"++(3") D) 3&3) AU*3)
|

$%1.)&.1+,)'@!,*1-54,*1;4.1 %) *1 )&A(-'1()+-&",%8&./-11.%&.@).!/.,*-:014%,! (.&.++-0%! (.| ABC!
2,8'14%! ,%=*-)-)1 1418k2-.9%&,*11.(-,%&.I1'(*)1 1-9&") @! & *I+'1'1).1.97*+,1 %! 1+ TG&A*1&/)1(.1*,!
71.).9%8&.18.)-)@'4&-*-1,%(1(F11) 111 (LA 7,:4.8.1.)&,(G)&+1<.%.)& &ILPITW,F%.IP##"V @' 4&-*-:, % (.41
1,7,15.%Z&+1'28& %-(1+'1'1).1 ()+/-2.1 %! *1 + 7G&4*'1 ()! (.1 *,1 7'2* +-0%! R9J9J! '28.&'1 (.1 .)&.!
)&A(-'>!
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1-54, 511 (7). 14+ *+4% ['01% )| -%&./, ++-'%.)1+'%] *I,12-.%&.| TABCOSNF!)4!)-50-3-+ +-Qok 1*')!
(-)&-%&') ABC!)-5%-3-+,&898Y,(,1 .%),F'l ).124)+ /'%!* )! -%&./,++-'%.) ABCIABC! 1.(-,%&.1 1'(.*)!
1-98)@! 4&-*-:,%("1 _$MC! -%+*4-("1 .%! <.%)&,&! LP! TW,F%.! P##"V! +'1'1 ;4.(,! (.)+/-&1 .%! *1 7 /& ("
1,&./- HIFI1Z&'()I(H1+,7G&A*1&/.) >

B K+ +&&SO*E+)1,$81%*-+*.:, 1%/+)-$7$+),1
!

S-%,*1.%&. @' 4&-*-1,% ("1 *)! (,&")1'2&.%-(")! & %&" (1) ABC! +'1'1 (.1*)! (,&)! 5.%'&G 7-+)1 (.1 *))!
*GY%. ) (VYL /4, (L) L% 44* 1) 1A&*-1 ()T, 1% 1] %= +-0%! (. H11,7,15.%Z8&+' (.1*,1 7'2% +-0%)!
ROJOI@! ).! ).*.++-%,/'Y,;4.%*) 1,/+ (1) ,*& 1.%&.! )-5%-3-+,&-6)! 7,/,| *I [.%(-1-.%&" F! )4)!
7,/=1.81) @).*.++'%,%(! *)! *G%.,)! ;4.1 7').G,%! ¥ **1:4.1 7/'(4+G,! 6.%&,8,)! %! +4,%8&' *!
1.9%(-1-.%& @'+'%! .1 3:928)+ /15.%'&-7);4.174.(,%!)  .[16=*-()17,/,1)41-%&/ (4++-0%!.%¥7/'5/,1,!
(11.8,15.96Z&-+"1(.1+.2,(,)(.*;4.1(./-601.)&,17'2% +-0%> I

W,/ 1 FAGN (3% (&7 +1 +&'@! ). E, %! +'%)-(/,(1 *)1+,/,+&.1.)!'15.%.):4.174.(,%!
“963*4-/1 %! *,1.97/.)-0%! (¥ /.%(-1-.%&' @ ,)G! +'1'1 ()5*),/1 *,! -%&./,++-0%! 5.%'&-TIBI%&.! 7,/.!
-(%&-3-+,/1;4Z16,/-,2*.)1,12-.%8&,*)1)'%!* )1;4.11=)1-%&./, +&D,%!+'%!*)15.9%.)@!, %, *-:=%(").1 *11'(.*'
AMM\! (1 /.9%(-1-.%&' @' 7./, -%&.%&, /! ,+* [/ X1 +'17'1&,1-.%&" (.1 )&,)! *G%.,)! 2,8'1 * )1 +'%6(-+-'%.)!
D&A(-,(\)@1,)GIH+ 17 [ FNT (=181 11=)1)&,2%)1.%!+4,%&E.[.(,2-*-(,(IF11=)! *&'1+'17'%.%&..!
5.%Z&-+'13/.%&.1,)416, /-, 2-*-(,(1,12-.%& F>

2.14'17,/01&,12-Z%! *1+'17'/&,1-. %& 1 (.1*)1*G%. )!).*.++-%,(,)|.%! I+ 7G&A*'] %&./-|@!+'1']
*G%.,)1+'%! *&'17'&.Yo+-,¥17 1,1 1%% 05 ('1(.15/,%' @! &.B6&6*,)1*G%. )| +'%!5.%'&-7'1 (.|, *&'1/.%(-1-.%&!
) A +-00,(,)1.00! K+ TG&A*1;4.196) '+47,1/)7.+& 11 1' (1 AMM\! (.1 1.%(-1-.%&' @ +'%! .*13-%! (.!
+'17/2,11)-1)&,)1*G%.)1&.%.%""19%'1 4% 41.%&"1(#17'&.%+-,*1(.1/.%(-1-.%&'IF12,8':4Z),12-.%&.)b
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-1 X*3&'%/(3)

H"=*L+%'7+)*8./A7+,/1%*+%,"-$.1%
!

! $9%&/.1*)1).)1.%), F) 1+, 17'E. 1) (1(-3.1.%+-,14%'1 (.1 ) X1 *1.06) F'I** 6, ('], 1+,2'1 %!
* 14,17, PHEHCPH#E" [, %=, (1.%!)-12/,  7/-1,6.* @!F,1:4.1)&1,3.4&!,1& () *)7,/=1.&/")!
D&A(-(OC2-CLI 171 ). %+-1(15.%'& 7)1 7*.%,1.9%6&.1-%6./%, *)1.%!*,17'2% +-0%6!(.1.) &4 (-

! d)GIL-)1'@! 2,)=%('%")! .%! 4%,! )&, (G)&+,! &'& *1.%&.! (.)+/-7&-6,! T6./1 & 2* 1 LfV! 7'(.1)!
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&)/%)1)+,3)9%7! (.&5-32! &)/¥)1)+,3)9,! -, +96((.-,+)2*! ;C! ,0.BO&! '%&)3)9,<! +%*! -1 (,3)%! .*3a1 01 3).B'
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- (/%T71+%*0)+)%*.&!BO&I&)B)-,(.&!,!-,1&).B4(,I'0B,9.(,-|. *1-%&! B4).*3.&!H5.1%%6&1%+5' *=1J5*H5.14, M%!
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E(0-35)6&
(

1&! )*0)&53)4-.1 H5.! -1 3).B'%! 0.! .&)/,0%! )*1-5C.] *9%(B.B.*3.1 .*I .- (.*0)B).*3%7!
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+5-3)99%!;N5.88,(+%&1.3!,-7IFGG",<=1>.(%!*%!3%0%&!-%&/.*.&10.11-%(, #12*; 1BY&,B, 1B, *.(,!,-!
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' (OB.3(%&!0.-!(.*0)B).*3%! +06B%! /(,*%&!'%(! .&)/,1 %! -%&!",(OB.3(%&! (.-, +)%*,0%&! +%*! .-1--.* 0%! 0.!
1(,*%7"".&%)!.&' . +61)+%IC!'.&%!0.1B)-1&.B)t-, &=

IIW‘



I"#$9%8&' ()*&"+Yb(
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5-1%. ( A% IS18%3 6)( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %.1.( 78%/'13( %..1.( 78%/13(  %..1.( 78%/'13( %..1.(
A o ¢ -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 (
73;(11E((O%( K-&.*&'( ! . HH$# HLMI HHNI HLML HIH" $MQ HIH" $mr PLHMP OM#P PLN IMLL H$QR IM$ H$QR M1
F-&0%.{ RAS603 HR q q g q DQMLQ $M$O" QHMHI SMNHS q q g q INMHN IMPNQ gQMID IMQRL
Il =TU™ "RH HHPMN $"MI H'L! $HMIQ "QMPN LMQ$P HLMQ$ LMQH HS$" HIMN HQNMN HPMOI g q g q
<=56 JU;VNSSL  "RH q q q q "QMP" NMNQH "MNI NM$$N QOMSL HAMLQI QQMP" H#MNH" $QMO” LMQLI $QMNQ  LM#OP
Il W2r##H#P QR PNMPI "#MNON MG "#MHON IHMHH $MNQL 9#MPO $MEP IHMES OM$QO 9"MH OM#PL g q g q
Il XKK6R: SR HLSMN ""MOP HILMO "MPL q q g q NIMPAS H#M##P NQMNN LMOQ" g q g q
Il YZTVRH NR q q HLLMP "HM$P AR $PMLOO DMLPN $PMHSN PQMIL OML#0 PHMPL omP HL IMOQ$ HIMN IMNL
Il =TU"'<;U;VN$$L . g q g q q q "OMNO H#MQOI g q IPM"I HOM$HN g q g q
Il XKKBR*<YZTVRI . q q OHMI'Q "$MNIH q q g q g q "QM'Q HH#M" g q g q
Il RAS6Q3<;U;VN$E | 9 9 9 9 9 9 9 9 q q q 9 q 9 "HMRP LM"$I
1 U;VNS$SL<YZTVRF 1 q q g q q q g q g q g q q q QPMQ$  LMI™
GHD1E-3( K-&.*&'( | , NM#Q #MH$O$ NMHPL #MH$ON IM"LH #M#PH q q "MLOP #MEHOQL "MLLH HMHHS" SMPO$  #M#SHH | SMPLI H#MHQLL
F-3-29%3 RAS603 HR q q g q HMN#I #M#P"OH g q g q g q HMHNEQ  #MHSHIL | ®MHSN  #MHSHID
Il UV"QH#!  'RH q q q q HM"PH" #MHHLOP g q #MENPNN  #M#II" | #M#'PNS  #MH#Q"LIH g q g q
Il XKK6RF:  $R HMQKEN H#MHI# HMHI #MHPLQ q q g q GMHOH'N  #M#HP'IS | SIM#I#LB  #M#HPH'H g q g q
Il YZTVRH NR HMI #MHPHQ HMP$O #MHNP$ |  @MHOIP  #M#PPPN g q HMHION  #M#HNQP |  SMHI"L #MHHNKO | GIMQIP  #M#S'S! gMQI #MHSHLH
Il UV Q#<XKBRM . q q q q q q q q q q #MHPQ" #M#Q#HOS q ] q q
Il XKKBR*<YZTVRI . q q #MPPPP  #MHOQ#P q q g q g q #M#NOI #M#HIIH g q g q
1 RAS6Q3<YZTVF !l q q g q q q g q g q g q g q #MHHPI  #M#$QH(
G=(D1E-3(q% K-&.*&'( ! . $Mo™ #M#QHO q q NMIQN HMH'HO q q QML#H #M#HS QL #MH#HQI NMIIt #MHIO q q
ciﬁs{(@ UNLPNP  HR a a a a GMHOHSL  #M#'QNQO g g g g g g GV #MEOO a a
Il =TU™ "RH q q g q q q g q #MHPQL  #M#QH#Q" #MHN" HMHQHHP g q g q
Il JU;VNSSL  "RH #M'HN #M#$"Q$ q q #MHNLO  #M#"PLIH g q H#M#PSNP  #M#HOII HMHP"S" #VEHOBS | #MNHQ"  #MH##LQ g q
Il XKK6RF  $R! HM'IQP #MHQQIO g q q q g q GMHO#LS  #MAHIHI HMHO #M#HPQPP) g q g q
Il YZTVRH NR MHIO H#MHQSS" q q #MHOLIS  #M#'HL'H g q SMHQHIQ  #M#HNQQI| SM#Q'NO  #M#HN#NP) g q g q
1 =TU"<;U;VN$$L !l q q q q q q g q g q #MHLHOO  #MI#Q"IIO g q g q
2$21/.180 K-&.*&( 1 I H'"QMQ #MI1 q q HQIMN #MNH HQIMP #MN H#LMS #MO q q HN"MI HMI q q
Il RAS603 HR g q g q "MLQH H#MN"#P "MLI" #MNHN g q g q PMS$HN  HIMISO q q
T;:g(;:( =TU™ "RH $MNOP HNMQHO g q QM#OI H#MPLH $MHPN HHMPHI HQMP HMOIL g q g q g q
Il YZTVRH NR g9 q g9 q g9 q g9 q QMII #MLQLL q q PML$ HOMQOH q q
1 RAS6Q3<=TU" Il q q q q q q IMSNH HM#LS q q g q g q g q
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&11(1-1%2; (&'(<I=(1>*&10" /,2%1 +-2-1(/(2(&-.18,@*1-.1/-.!

(« (« I"HS%6& % JKKI JKKIg JKKNO3:.$&;
1 10%21(/1&( 110%21(/1&( 1 10%21(3$&( 110%21(1&(
(« G1'#.%(PBY ~1-0L.(% ( « ,10%21 (3$&(4&'%.//$1& 48'%.-1/$18%3 ,10%21 (3$&(4&'%.//$1& 48'%.-1/$18%3 48'%.-1/1$18%3 48'%.-11$18%3
78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/"13( %..1.( 78%/13(  %..1.( 78%/13(  %..1.(
5-.Q/'%.( (« 48'%.-11$18%3  6)( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 (
(« I K-8.*&( ! I HNPMQ #M'N HNPMQ #M'S q q q q q g q g
73:$-01( | SVM IRASEQ HR | ®MISQN  #M'NISH | %MI'HS  #M"NNHQ q q q q q g q g
1
(« svi 1=TU™! "RH q q q q q q q q q g q g
1
<0R-g> | SVQ LUVQPII! "RH HMO #MQHIS HMOKL  #MQHSQ q q q q q g q g
(« SV$ 11(&.- ! QR | "M$#H #MISI "M$#H #M'I'H q q q q q g q g
(« SVN IYZTVRH INR | @MISSN  #M"IIIO! GMISLH  #M"INH q q q q q g q g
« SVP LUVLIE ! PR | #MNHDH #M'L'$H | #MNPHH  #M'L#'O q q q q q g q g
(« SVH3SVQ | RAS6Q3<;U:VQPII q q q q q q q q q g q g
(« SV"3SVQ =TU"<;U;VQPII q q q q q q q q q g q g
« SV'3SVs$ =TU"<1(&.! q q q q q q q q q g q g
(« SVQ3SVN | LU,VQPIIKYZTVRH 1 ] 9 HMPOIP  #MQ"$HL ] 9 ] 9 9 g 9 g
(« I K-8.*&( ! I IPMLD #MRO IPMNH #MPOS OIMLI$ #MNHQ OOM¥$ #MNHS q g q g
12'S.- ( RVH IRASEQ HR q q q q q q q q q g q g
1
(« RV LU VNSS$L "RH q q q q SMQHL #MPNIQ | SMNSI #MPPIL q g q g
<"s( RVO IW2* P IQR | WMQHPC #MI#PQ | SMSLL"  #MIHOHO | HMPIS HMNSPN | GHMPEP  #MNS$$O q g q g
(« RVS$ 11(&.- ! IQR | H'MHH #MIQO "MQN #MII ©OMOPL  #MNNL$ | DOMOKL  #MNNI$ q g q g
(« RV"3RVS JU;VN$$L<1 (&t q q q q q q HM'QO  #MIQLO q g q g
(« RVQ3RV$ | W2r###p<i(&.4 I ] 9 "MHIQ #MI"OD ] 9 ] 9 9 g 9 g
(« I K-8.*&( ! I q q q q HiP $MQ Haup M "OQMQ M “O"MI "MQH
« VH LU VALHY HR q q q q ISMHL $SMOH IQM$" $MIPL q g q g
1
T%&0$"$%&] [V"! LUV$O"H "RH q q q q q q q q HSMQO  $MOOI 9$MPAL PM"QH
1
(« vQ W2+ HQ" "RH q q q q gLMaL NMHD" RQHMES NMHIN q g q g
<H"X [Vs$! LUV'QLS IQR q q q q q q q q IMOOP  "$MP#H q g
(« VN 11(&.- ! IQR q q q q QHMI'O SMNIL DHMBQ  $MN'L HQMPI "M$LD H"MIL “MN#P
(« VP! LUVLLLO ISR q q q q HHMIP $SMNPP HHM#S SMNHI HHMIO “M$IP aM$R"  "$MOIB
(« VIt IYZTVRH INR q q q q q q q q IMN#! “$MHIO IMIQQ "SMSLL
1
(« va LU V'Q$Q IRH! q q q q q q q q q g q g
(« V'3[V$! U:V$O"H<U;V'QLS q q q q q q q q q g HIMLN IMO"P
(« VQ3[VN W25+HQ"<1(&!- q q q q q q HHML NM"LIH q g q g
(« VQ3[VO W25+HQ"<;U:V"Q$0 q q q q q q q q q g q g
(« [VN3[V$ 1(&.-<;U;V'QLY I q 9 q 9 q 9 q 9 q g 9 g

"#P



(« (« I"H$%E % JKKNOUS$& 6. JKVWQC JKVVaQW
10%21(/1&( 10%21(/1&(
(« G1'#.%(PBY ~10L.(% ( « ,10%21(3$8&(4&'%.-//$18! 48'%.-1/$18%3 ,10%21(3$&(4&'%.//$1&Y ,10% 21(/1&(A&%.-/I$1&Y ,10%21(3B&(A&%.1I$1& 48'%.-1/$18%3
78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.(
5-.Q/'%.( (« 48'%.-1$18%3  6)( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$Y( 3-80-.0
« I K-8.*&( ! I q q q q HN"MO #M'H HN"MO M HNIM" #MHS HNIM" #MH$
73:$-01( | SVH IRASEQ HR q q q q HMPI'S #MHIL VPG HMUHIPH | ®MNQHN  #MHSIL | %MN$SQI  #MH$PH
1
« svi 1=TU™! "RH q q q q HMHHL ~ #M$$#N HMN#P #MN#H q q q q
1
<0R-g> | SV@ LU;VQPII "RH q q q q HMNPP #M"PI HMNP #M'P #MPLAQ  #MHOHPL| #MP$QL  #MHO#NL
« SV$ 11(&. ! IQR q q q q HMPQ #MSQ HMIRI HM™HH HM$#$ #MHNI'P HMOL #MHNEO
(« SVN IYZTVRH INR q q q q 9 q g q q q q q
(« SVP LUVLIE ! PR q q q q g q g q q q q q
« SVH3SVQ | RAS6Q3<MQPII! I q q q q g q g q q q HMSHO  #MHOMH"
(« SV"3SVQ =TU"<;U;VQPII I q q q q g q HM$ON #MNHQ q q q q
(« SV"3SVs$ =TU™<1(&.-! I q q q q g q HMONN  #MPNPQ q q q q
(« SVQ3SYN | LUVQPIIKYZTVRH I ] 9 ] 9 g q g q ] 9 ] 9
« I K-8.*&( ! I q q q q PSMNS #MNS" PSM | #MNQO I"'MPP #MNH$ I"'MQQ #MNHL
12'S.- ( RVH IRASEQ HR q q q q 9 q 9 q q q q q
1
(« RV LU VNSS$L "RH q q q q "M$Q" #MPLS “MN"I H#MPIA q q q q
<> ( RV@ IW2* P IQR q q q q HMPLI #MNIIN HMOIO  #MNNLQ |  $HMQI" #MNSN HMNEQ  #MNQIN
(« RVS$ 11(&. ! IQR q q q q PMP$H  #MNLH" PMOIO  #MNIQL aM$PO #MNNDOQ|  9MPQO H#MNN®
« RV"3RVS ‘U;VN$$L<1 (&t I q q q q g q g q q q q q
(« RVQ3RVS$ | W2*###P<1(&.4 I q q q q g q "MHIO #MNIQO q q HMNIQ  #MNNQQ
(« I K-8&.*&( ! I q q q q $NSML MNQ SNQMP “MNIS q q q q
(« VH LU VALHY HR q q q q g q g q q q q q
1
T%&O0$"$%&1 [V"! LUV$O'H "RH q q q q g q g q q q q q
1
« vQ W25+HQ" "RH q q q q aM#OH Q#MQQN| PMLPN  "LML"t q q q q
<H"IX [Vs$! LUV'QLY IQR q q q q PMPIO “IMNQP g q q q q q
« VN 11(&.- ! IQR q q q q gPM"I “MINI INMNN “MPLN q q q q
« VP! LUVLLLO ISR q q q q g q g q q q q q
« VIt IYZTVRH INR q q q q g q g q q q q q
1
« va LU V'Q$Q IRH! q q q q HHMQQ "M H"MHI “MIIN q q q q
« V'3[V$! U:VSO"H<;U;V'QLS I q q q q g q g q q q q q
« VQ3[VN W2*+HQ"<1(&!- I q q q q g q g q q q q q
« VQ3[VO W2*+HQ"<;U;V'Q$0 I q q q q g q PMSIB QHMQH" q q q q
(« [VN3[V$ 1(&.-<;U;V'QLY I q q q q g q LM#'N “IMLHN q q q q
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(« (« I"H$%E& % JKKI( JKKN JKKNO3:.$&;
110%21(/1&( 110%21(/1&( 1 10%21(3$&( 1 10%21(/1&(
(« G1"#.%(PBY ~1-01.(% ( (« ,10%21(3$&(4& % .-/I$1& 48'%.-1/$18%3 ,10%21B$&(4&'%.-//$1&Y 48'%.-1/$18%3 48'%.-1/1$18%3 48'%.-11$18%3
78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/13(  %..1( 78%/13(  %..1.(
5--/'%. ( (« 48'%.-1$18%3  6)( -0$'q 3-£0-.0 ( -0$'q 3-£0-.0 ( -0$'q 3-£0-.0 ( -0$'q 3-£0-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 (
(« I K-&.*&!( ! I $IIMP HMML $IIMP HMNI PIPMQ #MAN PINMO #MPP PPSNI" #MNP PPSNIN #VINI
C%3L( | =\WH! LU VN“L# HR | OQMQH$  HLM'Q" QMHHS  HLM#S$I HMLNI #MOHQL | 9MI"l #MOQNS | SQMLL #MIES BMHO$S  #MPLOS
73:%/R8K/1 | =\ 1 IRASEQ IHR! q q q q “"MHH#O #MIHS "M #MPLOL | QMNNN  #MP"LH QMIH #MP'RS$
1
(« =\WvQ! IW2*+HQ" "RH | ©MLIQ HMLQ" QMLLQ  HLMHHI |  9MH"P #MILS HMOHL  #MIL"Q BMH#P  #MPONL | SMHHI  #MPILO
<HZ> =\Ws ! 11(&. ! IQR | amoQP HiMsgr aMLQ HPMOPP | SQMQBL  #MI#HI DQMNI'Q  #MPOPQ| HM'OH  #MPHHO| SHM#N"  #MPHQO
(« =\WN! LU;VPHSN ISR "MIPH HLM#HH | "ML"P HOMQ"$ q q q q “MQI #MPOPO|  "M$NL #MPONQ
(« =\VP! LUV HO#H INR NM"#$ HOMQOQ$| NMHPP  HOMPQN q q q q QM#P #MPPIQ | "ML"L H#MPIG
(« =\WH3=\WV" | :U;VN"L#<RAS6D3 q q q q q q HMOKP  #MO™r q g q g
(« =\WH3=\V$ | UVN'L#<1 (&1 q q q q q q HMORQI  #MOS$!IQ q g q g
(« =\WV'3=\VS | RAS6Q3<1(&.- q q q q q q q q q g HMHNH  #MPN#P
(« =\WVQ3=\V$! W2*+HQ"<1(&!- q q $MQS" HLMI"D q q q q q g q g
(« =\V$3=\VN | 1(&.-<;U;VPHSN I q q q q q q q q q g GMO#PC  #MPOQO(
(« I K-&.*&!( ! I "QMOQ #MHNQ "QMO" H#MHNH q q q q Q"MH$ #MHQS |  Q'MHP #MHQH
C%31(Q% | B]\WH ! LU;VPLI#! HR | @mMLOM #MHOIH | @MLOQI  #MHOQN q q q q HMPO$  #MHPIO | GHMIH" #MHNLN
1
$2(%"$22¢3| B]\W" | W2+ HQ" 'RH | @MLN#S  #MHORON @MLSOL  #MHOQS$O q q q q GMNNN"  #MHP"#N | HMNHNN  #MHNQLI
(« 6]\WVQ! LU VN#H! IQR | #M#OQOl #MHOH®ON q q q q q q #MNSH"  #MHNH#Q  #MNANL  #MHSOH"
<% 61\ ! 11(&. ! IQR | SHMNDI  #MHIQ" HMNDN  #MHPPO q q q q q g q g
(« 6]\WN ! LUVLLLO ISR | #MO$LQ  #MHPLPP| #MOPBO  #MHPQLN q q q q q g q g
(« 6]\VP | LUV HO#H INR HM#IQ #MHI'P HM4PS  #MPLS$ q q q q #MQPNE  #MHN#8$| #MQOH"  #MHS$IHO
(« 6\WH3B\WQ ! | ;U;VPLI#<;U;VN#H! q q #MSOH" | #MHLLOI q q q q q g q g
(« BI\W"36I\WS | | W2r+HQ"<1(&!- q q q q q q q q q g q g
(« BIW'3BI\WP | | W2*+HQ'<;U;V'#Q# I q q q q q q q q q g #MN$SQS$  #MHIOHP
(« I K-&.&!( ! I HPLE IOMH HI#H" 1M QHNNN H#OMQ | QH"L# H#OMH q g q g
G=(6.-&13(
1. ( AQVH! LU VN“L# IHR PSHNI" LNMOO PPNMS$ LN $#N HQ"M1P $QQMO  HQ"MQO q g q g
op
IS-(/)B.:(l)(l (| v 1,U;VON#P IQR “IOMD OPMDL QHLNII OPMNS$ q q q q q g q g
(« ~VQ! 1;U;VONO## INR QPIML HHPMH | $QHMP  HHMHI q q q q q g q g
(« VS LU;VSLHH INR | 9QNNMO  HHQMN | ®QILMP HH'M1O | PINML HNIMNO |  9QoMm" HP#NIQ q g q g
(« A2UN! LU VN™LL INR | 9#HMP oomr's HINMI OIMNL gQQML  HHLMLP | 9Q$MQ HHLMI'H q g q g
(« AQVH3M2V" | :U;VN"L#<;U;VON#P q q q q q q q q q g q g
(« AQV"3M2VN | :U;VON#P<;U;VN™IL q q 9""My OoLM1Q q q q q q g q g
(« AQV$3M2VNI! :U;VSLHH<;U;VN™L I q q q q q q “LIM HPQMNP q g q g
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(« (« I"H$%& %A JKKNOUS$& 6. JKVWQC JKVVaQW
10%21(/1&( 1 10%21(/1&(
« G1'#.%(PB) ~10L.(% ( « | 10%21(3$&(4& % -/1$1& 48'%.-1/$18%3 10%21(3$&(A&MB1EYB | ,10%21(/1&(4&'%./I$1&04 10%21(3S&(A&%.1I$1& 48'%.-1/$18%3
78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.(
5-.-/'%. ( (« 48'%.-11$18%3  6)( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-. 0( -0$'q 3-80-.0 (
(« I K-&.*&( ! I q q q q 9 q 9 q q q q q
C%3l( | =\WH! LU VNL# HR q q q q 9 q 9 q q q q q
73:%/R8KL | =V ! IRASEQ HR q q q q 9 q 9 q q q q q
1
(« =WvQ! W25+HQ" "RH q q q q 9 q 9 q q q q q
<% =\ 11(&.- ! IQR q q q q 9 q 9 q q q q q
« =\UN! LU VPHSN ISR q q q q 9 q g q q q q q
(« =\P! LU VHO# INR q q q q 9 q 9 q q q q q
« =\WH32\V" | U:VN'L#<RASER3 ! q q q q 9 q 9 q q q q q
« =\WH32\V$ | UVNTLA< (&) I q q q q g q g q q q q q
(« BVE\V RAS6Q3<1(&.- I q q q q 9 q 9 q q q q q
« =\VQ3=\V$ ! W25+HQ"<1(&!- I q q q q 9 q 9 q q q q q
(« =\V$3=\VN ! 1(&.-<;U;VPHSN I q q q q g q g q q q q q
« I K-&.*&( ! I IMQR #MH$P IMQR #MHSN g q g q q q q q
C%31(q% | G)\WH ! LU;VPLI#! HR | SHMQRP  #MHII$ HMQIQ  #MHIR" 9 q 9 q q q q q
1
$20%"$22¢3| B\ ! W2+ HQ" 'RH | @MSNLH  #MHIPH | @MSPHQ  #MHISIH g q g q q q q q
« 6WQ ! 1U;VNEH! IQR q q q q g q g q q q q q
<HZ> 61\ ! 11(&.- ! IQR | HMPSN$  #MHPHNS| SMPSPL  #MHP#!I 9 q 9 q q q q q
« B]\WN ! LUVLLLO ISR | #MNPEN  #MHNQI | #MNSQO  #MHNIIS g q g q q q q q
« B]\WP ! LU VHO# INR | #MLHSL  #MHPSEP | #ML#NL  #MHP'IP g q g q q q q q
« BIWH3BIWQ ! | ;U:VPLIE<UVNEH! I q q q q 9 q 9 q q q q q
« BIW'3BI\WS | | W2r+HQ'<1(&!- I q q #MQNP  #MHOHHQ g q g q q q q q
(« BIW"3BWP | | W2H+HQ'<;U:V"#0# I q q q q g q g q q q q q
« I K-&.*&( ! I Hig#s L"'M$ HIQIN L"M$ 9 q g q q q q q
G=(6.-&13(
1. ( A2VH! LU VNL# HR QLOM" HHHM#H | Q$SNIQ  HH#MNQ g q g q q q q q
o
Is-g.:(l)(l (| navt 1;U;VON#P QR | OPMIO LOM#IL q q 9 q 9 q q q q q
« ~2VQ! 1;U;VONO¥# INR q q q q g q g q q q q q
« VS LU VSLHH INR q q q q g q g q q q q q
« A2VNI LU VN™L Y INR q q q q g q g q q q q q
« A2VH3M2V' 1 | jU;VN'L#<;U;VON#P 1l q q IPHM" H'QM#H g q g q q q q q
« AV"3R2VN T | U;VON#P<U;VN™L 1l q q q q g q g q q q q q
(« A2V$3M2UN! | U;VSLHH<U;VN™L 1l q q q q g q g q q q q q
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(« (« I"H$%E % JKKI JKKI JKKNO3:.$&;
1 10%21(/1&( 110%21(/1&( 1 10%21(3$&( 110%21(/1&(
« G1'#.%(PBY ~10L.(% ( « 110%21(3$8&(4&'%.-//$18 48'%.-1/$18%3 ,10%21(3$8(4&'%.-//$18 48'%.-1/$18%3 48'%.-11$18%3 48'%.-11$18%3
78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/"13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/13(  %..1.( 78%/13(  %..1.(
5-.-/'%. ( (« 48'%.-1$18%3  6)( -0$'9 3-80-.0( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 (
(« I K-&.*&( ! I PHMH H#MN® PHMHH  #MNMI q q q q q g q g
G=(0%(
6.-&13( A=VH LUV$O"H "RH | $MRU HHM"QH | $MIOL HHM"1H q q q q q g q g
(738 (| A=V LU VNSS$L! "RH | $MQON  #MPPOP | $MQPH  #MPP$$ 9 q q q q g q g
(« r=vQ 11(&.- ! QR q q q q q q q q q g q g
« r=vg LU VLN4S $R! "MSS! #MNNPS | "MN#Q #MNNQI q q q q q g q g
(« Azv'3r=V8 | U;UNSSL<;U;VLN#S 1l q q HIQH HMIHH" q q q q q g q g
« I K-8.*&( ! I 1QM#$ #MNHI IQM#0 #MNHP q q q q q g q g
)1&;$'S0(0%(| 7=VH LUV$O'H "RH | PMQHP  HHM$QQ| PMNS$L HHM$DQ q q q q q g q g
2-(73:${ | 7=Vt LU VNSS$L "RH | $MSHP #MPPOL | $MNL$ #MPINH q q q q q g q g
« 7=VQ 11(&.- ! QR q q q q q q q q q g q g
< ( 7=V$ 1LUVQO“lL $R HMOHL  #MNS$P HMONP  #MN$$H 9 q q q q g q g
« 7=VN LUV'ENQ PR HMLLI #MP"EN HMLHH  #MP™L q q q q q g q g
« 7=VQ37=M$ | 1(&-<;U;VQO'lL q q q q q q q q q g q g
(« 7=V$37=VN | ;U;VQO'L<U;V'#NO 1l ] 9 HMEHP  #MPQIQ ] 9 ] 9 q g 9 g
(« (« I"H$%E& % JKKNOUS$& 6. JKVWOC JKVWQW
10%21(/1&( 10%21(/1&( 110%21(3$&( 110%21(/1&(
« G1'#.%(PBY ~1-0L.(% ( « 110%21(3$8(4&'%.-//$18 48'%.-1/$18%3 110%21(3$8(4&'%.-//$18 48'%.-1/$18%3 48'%.-1/$18%3 48'%.-11$18%3
78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/'13( %..1.( 78%/13(  %..1.( 78%/13(  %..1.(
5-.-/'%. ( (« 48'%.-1$18%3  6)( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 -0$'q 3-80-.0 -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 ( -0$'q 3-80-.0 (
« I K-&.*&( ! I q q q q q q q q q g q g
G=(0%(
6.-&13( A=VH LUV$O"H "RH q q q q q q q q q g q g
(738 (| A= LU VNSS$L! "RH q q q q q q q q q g q g
« r=vQ 11(&.- ! QR q q q q q q q q q g q g
« r=vg LU VLN4S $R! 9 q q q q q q q q g q g
(« Azv'3r=V8 | U;UNSSL<;U;VLN#S 1l q q q q q q q q q g q g
« I K-8.*&( ! I q q q q q q q q 1MLt Mg IOMH #MUIP
)1&;$'S0(0%(| 7=VH LUV$O'H "RH q q q q q q q q QMH" HMPHAN | QM'HQ  #MNLQH
2-(73:${ | 7=Vt LU VNSS$L "RH q q q q q q q q QVAN  #MQNI'O | QM#QI  #MQSN"
« 7=VQ 11(&.- ! QR q q q q q q q q HM"Q" HMQHEQ | HMQIN  #MULII
< ( 7=V$ 1LUVQO"lL $R q q q q q q q q HMQNQ  #M"LPP HMQIP  #M'L#Q
« 7=VN LUV'ENQ PR q q q q q q q q HMOIUN  #MQQHHE  HMLAL  #MQ'$HIN
« 7=VQ37=M$ | 1(&-<;U;VQO'lL I q q q q q q q q q g HMLAN  #MQ#'#N
(« 7=V$37=VN | ;U;VQO'L<;U;V'#NO I ] 9 ] 9 ] 9 ] 9 9 g 9 g
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